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Riassunto 
 
 
La spettroscopia Laser Induced Breakdown Spectroscopy (LIBS), è una tecnica utilizzata 
per la determinazione della composizione elementare di materiali, che si basa sull’analisi 
delle righe di emissione atomica di plasmi generati sul campione tramite un impulso laser 
focalizzato sulla sua superficie. Ampliamente utilizzata nello studio delle leghe 
metalliche, sta riscuotendo grande successo anche nell’analisi di altri tipi di materiale, 
grazie ai numerosi vantaggi che presenta, quali la rapidità di esecuzione, la capacità di 
analisi multi-elementare con un ampio intervallo dinamico e la quasi-non distruttività del 
metodo nonché la possibilità di realizzare misure  in situ.  
In questo lavoro di tesi è stata studiata l’applicabilità della tecnica LIBS per l’analisi 
paleonutrizionale di campioni ossei e per la valutazione dell’eventuale modifica nella 
composizione elementare di ossi sottoposti a bollitura o combustione. 
Per la prima parte dello studio sono state analizzate tramite LIBS tredici ossa 
archeologiche, provenienti da una fossa comune del XVI secolo, focalizzandosi sulla 
determinazione dei principali marcatori alimentari utilizzati nelle analisi 
paleonutrizionali, vale a dire zinco e rame, come indicatori di una dieta prevalentemente 
di tipo proteico, e stronzio, bario e magnesio, per una dieta di tipo vegetariano. I risultati 
ottenuti sono stati poi validati per confronto con le misure ottenute dall’analisi ICP-AES 
dei campioni. Questo ha mostrato come le due tecniche siano in ottimo accordo tra di loro 
su quasi tutti gli elementi analizzati (unica eccezione il rame), e come la tecnica LIBS 
permetta di ottenere informazioni nutrizionali affidabili, entro i limiti delle variazioni 
diagenetiche a cui sono state sottoposte le ossa.  
Si è esplorata, inoltre, la possibilità di eseguire un’analisi stratigrafica tramite la tecnica 
LIBS sui campioni archeologici al fine di valutare l’eventuale presenza di diagenesi, che 
però ha portato a escludere la praticabilità di questa strategia per i campioni in oggetto. 
Nella seconda parte dello studio al fine di valutare le differenze nella distribuzione 
elementare di reperti sottoposti a trattamenti termici, comunemente presenti in ambito 
forense e archeologico, è stato creato un set di ossi di riferimento (otto ossi di maiali 
suddivisi in tre parti ciascuno, di cui una di riferimento, una bollita e una bruciata) che è 
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stato sottoposto ad analisi LIBS. I risultati ottenuti hanno mostrato che, mentre l’osso di 
riferimento e quello bollito presentano concentrazioni degli elementi in esame (Ca, Zn, 
Sr, Mg) simili tra loro, per la parte bruciata tale concentrazione è più elevata. Questo 
aumento è riconducibile alla perdita di peso del campione, dovuta alla rimozione della 
parte organica dell’osso, come è ulteriormente dimostrato dal mantenimento nei tre 
campioni dei rapporti elemento/elemento. Anche in questo caso i risultati ottenuti tramite 
LIBS sono coerenti con quelli forniti dall’ICP-AES. 
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Introduzione 
 
 
 
Non è raro in campo archeologico o forense avere a che fare con campioni di tipo 
biologico quali frammenti d’osso o denti, che possono essere comunemente ritrovati in 
scene del crimine o all’interno di scavi archeologici. Si tratta di reperti che rivestono una 
notevole importanza, in quanto dal loro studio è possibile ricavare una serie di 
informazioni utili relative all’individuo in esame, quali ad esempio il sesso, l’età, 
malformazioni strutturali (morfologia dell’osso) o addirittura, all’identità stessa della 
persona. 
Oggigiorno, per ricavare questo tipo di informazioni si ricorre principalmente all’analisi 
del DNA, metodo ormai entrato nell’uso comune, e/o al confronto dei calchi dentali [1,2]. 
Purtroppo, in mancanza di dati di confronto (DNA di parenti, registrazione del calco 
dentale) o di degradazione del materiale genetico, come avviene nel caso di campioni 
ossei sepolti per lunghi periodi oppure bruciati, l’identificazione può essere 
compromessa. 
Un’eventuale soluzione al problema può essere rappresentata dall’analisi della 
composizione elementare dell’osso, da cui si possono ricavare informazioni relative alla 
dieta dell’individuo, all’ambiente a cui è stato esposto (inquinamento) e al suo stato di 
salute, che possono essere utilizzate anche per la distinzione dell’individuo. Le ossa, 
infatti, oltre alle ovvie funzioni di tipo meccanico come struttura di sostenimento per i 
tessuti molli e di protezione per gli organi interni, nonché all’importante ruolo che 
ricoprono nell’ematopoiesi (sintesi delle principali cellule ematiche, vale a dire globuli 
rossi, globuli bianchi e piastrine), svolgono importanti funzioni metaboliche come riserva 
e deposito di sali minerali, contribuendo, al contempo, in maniera critica al mantenimento 
dei livelli di equilibrio dei minerali all’interno del sangue (omeostasi minerale). Questi 
processi metabolici sono, per l’appunto, alla base della deposizione e distribuzione dei 
minerali all’interno del tessuto osseo, mentre la tipologia e la concentrazione dei singoli 
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elementi dipendono da fattori esterni, quali per l’appunto la nutrizione, l’esposizione ad 
agenti contaminanti [3,4] o la presenza di particolari malattie [5,6].  
Naturalmente, le informazioni che si ottengono dalle analisi elementari sono valide solo 
entro il limite in cui la concentrazione degli elementi rimanga la stessa ante mortem e non 
subisca alcun tipo di variazione. Nella realtà, questa condizione non è sempre verificata. 
Prendendo, ad esempio, dei resti sepolti, in base alle condizioni del suolo (pH, 
temperatura), si può avere uno scambio di ioni tra il terreno circostante e l’osso stesso, 
con conseguente variazione delle concentrazioni elementari. Questo processo prende il 
nome di effetto diagenetico [7,8], ed è il principale problema per l’analisi elementare dei 
campioni d’ossa archeologici. Altre variazioni nelle concentrazioni potrebbero essere 
causate, invece, da trattamenti a cui l’osso può essere sottoposto. Le due modificazioni 
più comuni a cui può andare incontro un osso sono la bollitura, tecnica utilizzata nei 
laboratori per rimuovere i tessuti molli attaccati al campione, trattamento necessario dal 
momento che i residui di carne possono falsare i risultati delle analisi, e la combustione, 
un processo a cui l’osso può essere esposto per i più disparati motivi, come ad esempio in 
caso di incidenti, nelle cremazioni oppure nei casi di omicidio (occultamento della 
vittima).  
Nei vari studi riportati in letteratura le tecniche principalmente utilizzate per le analisi 
elementari delle ossa sono la spettroscopia di emissione atomica di plasma accoppiato 
induttivamente (ICP-AES)[9-11], la spettroscopia di assorbimento atomico (AAS)[12,13], 
la spettrometria di massa di plasma accoppiato induttivamente (ICP-MS)[14-17], e infine 
l’analisi strumentale per attivazione neutronica (INAA)[18-21]. I primi tre metodi, benché 
si tratti di tecniche con ottimi valori di sensibilità e siano di fatto quelli entrati nell’uso 
comune, implicano la dissoluzione del campione per poterlo analizzare, pratica non 
sempre consigliata, specialmente considerando anche la possibile unicità di certi reperti. 
L’INAA d’altra parte è una tecnica di tipo non distruttivo, con ampio intervallo dinamico 
e bassi limiti di rilevabilità, che rappresenta senza dubbio la migliore opzione per l’analisi 
degli elementi in tracce. Purtroppo la sua diffusione è limitata dai costi molto elevati, che 
solo pochi laboratori possono permettersi di sostenere.  
Una valida alternativa a questi metodi è rappresentata dalla tecnica LIBS, acronimo di 
Laser Induced Breakdown Spectroscopy. Si tratta di una tecnica sviluppata intorno agli 
anni ’80, che permette di effettuare l’analisi elementare di un campione attraverso la 
misura della radiazione atomica emessa da un plasma formato sul campione stesso tramite 
un impulso laser. Inizialmente applicata soprattutto nello studio di leghe metalliche, in 
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tempi recenti ha riscosso un certo successo anche nell’analisi di altri tipi di materiale, 
grazie ai numerosi vantaggi che presenta, quali la rapidità di esecuzione, la capacità di 
analisi multi-elementare con un ampio intervallo dinamico e la quasi-non distruttività del 
metodo. Inoltre lo strumento può anche essere trasportato per l’esecuzione delle misure 
direttamente in situ. Di contro, gli svantaggi principali sono una minor sensibilità, 
nell’ordine delle decine di ppm (migliorabile di 1-2 ordini di grandezza utilizzando un 
sistema a doppio impulso, cioè un sistema che sfrutta due impulsi laser consecutivi), e la 
mediocre riproducibilità delle misure. Ciononostante la tecnica presenta un notevole 
fascino, in particolar modo in quei casi dove sono necessarie analisi rapide sul campo 
(scavi archeologici, scene del crimine) o nel caso di reperti di alto valore, la cui integrità è 
di primaria importanza (beni culturali, reperti forensi non duplicabili).   
Lo scopo di questo lavoro di tesi è quello di verificare l’applicabilità della tecnica LIBS 
nell’analisi elementare di matrici biologiche di tipo osseo, e successivamente valutare 
l’eventuale modifica nella composizione dell’osso dovuta a processi di bollitura o 
combustione. Tale lavoro si è svolto nell’ambito di ricerche di tipo antropologico e 
archeologico, volte allo studio delle abitudini alimentari dei popoli antichi 
(paleonutrizione). Ciò si traduce, da un punto di vista chimico, nella ricerca di quegli 
elementi utilizzabili come marcatori alimentari per la determinazione della tipologia di 
dieta seguita dall’individuo quando era in vita. In particolare, è stato dimostrato che alti 
livelli di stronzio, magnesio e bario sono indice di una dieta prevalentemente di tipo 
vegetariano, mentre zinco e rame indicano un alimentazione principalmente proteica.  
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Capitolo 1 - Stato dell’Arte 
 
 
 
 
1.1. La tecnica LIBS 
 
La LIBS, acronimo di Laser-Induced Breakdown Spectroscopy, è una tecnica utilizzata 
per la determinazione della composizione elementare di materiali, basata sull’analisi 
spettroscopica delle righe di emissione atomica di plasmi generati sul campione tramite la 
focalizzazione di un impulso laser sulla superficie del campione stesso. In linea di 
principio, permette di ottenere informazioni di tipo qualitativo e quantitativo da qualsiasi 
tipologia di materiale, indipendentemente dal suo stato fisico, sia esso solido liquido o 
gassoso. 
La sua prima applicazione a scopo diagnostico risale ai primi anni ’80 [22], anche se in 
realtà era già nota a partire dagli anni ’60. Da allora, la tecnica è stata oggetto da parte 
della comunità scientifica di un interesse sempre maggiore, e sono stati sviluppati 
numerosi sistemi basati su questa tecnica sia per la ricerca che per applicazioni industriali. 
Tutto ciò è dovuto alle sue caratteristiche intrinseche, quali la rapidità di esecuzione, la 
semplicità di acquisizione e la possibilità di realizzare misure in situ. Inoltre risulta 
particolarmente versatile, in quanto non sono necessari particolari pretrattamenti e 
manipolazioni dei campioni da analizzare, e per l’analisi è richiesta solo una minima 
quantità di materiale (di fatto può essere considerata una tecnica non distruttiva).  
In particolare, la LIBS è stata ampliamente utilizzata come metodologia attendibile per le 
analisi di elementi in tracce nell’atmosfera, all’interno di liquidi di scarico e nelle leghe 
metalliche.  
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1.1.1. Formazione ed evoluzione del plasma 
Nelle misure LIBS, la formazione del plasma avviene nel momento in cui un impulso 
laser di energia sufficientemente elevata viene focalizzato in un piccolo volume di un 
campione gassoso o sulla superficie di un solido o di un liquido.   
Nel caso si tratti di un gas, l’impulso viene assorbito dalle particelle che lo compongono 
con un aumento della temperatura esponenziale e, se la densità di potenza del laser 
raggiunge il valore critico di circa 109 W cm-2 (varia in base al campione in esame)[23], si 
innesca un fenomeno di ionizzazione a catena, il cosidetto breakdown, che porta alla 
formazione di un plasma, costituito da atomi eccitati, ioni, elettroni e frammenti di 
molecole. Il processo è accompagnato da una detonazione dovuta all’onda d’urto causata 
dal riscaldamento del gas circostante (figura 1.1).  
 
 
Figura 1.1 Shodowgrafia del plasma indotto da laser, immagine tratta dal rif. 24 
Se, invece, si ha a che fare con un campione solido, a seguito dell’interazione laser-
materia, una piccola  quantità di materiale, dell’ordine di pochi nanogrammi per impulso, 
viene espulsa dal campione (ablazione laser) e successivamente, come nel caso del gas, si 
ha l’atomizzazione e ionizzazione tramite il processo di breakdown, e quindi la 
formazione del plasma (figura 1.1). 
Dopo la formazione, nelle fasi iniziali di evoluzione del plume, si ha emissione di una 
radiazione continua, che è dovuta essenzialmente al processo di Brehmsstrahlung, legato 
al rallentamento degli elettroni del plasma a causa del campo prodotto dagli ioni positivi e 
alla ricombinazione elettronica. 
Successivamente, si evidenziano le emissioni di riga caratteristiche delle transizioni tra 
stati legati, in realtà già presenti nei primi istanti di formazione del plasma, ma non 
osservabili in quanto coperte dalla radiazione continua. Ne deriva che la radiazione è 
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caratterizzata sia da uno spettro continuo sia dai picchi dovuti ai decadimenti spontanei 
dai livelli eccitati degli atomi neutri e degli ioni. Il segnale continuo tende ad attenuarsi 
rapidamente con il raffreddamento del plasma, mentre i picchi, invece, perdurano per 
tempi più lunghi, permettendo così di acquisire, dopo aver opportunamente impostato i 
tempi di ritardo e di integrazione (gate) per diminuire l’effetto della radiazione continua, 
il segnale con un rivelatore spettrale. 
Un esempio di ciò è riportato in figura 1.2 [25], dove è riportata l’evoluzione temporale di 
uno spettro emesso da un plasma LIBS, in funzione del ritardo dell’impulso laser. 
L’esperimento è stato realizzato con due sorgenti differenti, la prima è un laser ad 
eccimeri (λ = 308 nm) e la seconda un laser Nd:YAG (λ = 1064 nm). Come si vede dai 
grafici le scale temporali per i due casi sono notevolmente differenti, e mostrano una 
diminuzione del segnale più rapida nel caso della sorgente con eccitazione nel range 
dell’UV (caso a) rispetto alla sorgente con eccitazione nel vicino IR (caso b). 
 
Figura 1.2 Evoluzioni temporali di uno spettro emesso da un plasma laser-indotto ottenuto da un campione 
di suolo misurate sotto eccitazione a 308 nm (a) e a 1064 nm (b) in funzione del ritardo dall’impulso laser 
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Ciò dipende da diversi fattori, quali la fluenza più alta del laser Nd:YAG e il tempo di 
generazione del plasma più breve (1-2 ns contro i 2-4 ns del laser ad eccimeri). Inoltre, 
mentre i laser che emettono nel range UV provocano una rimozione di materiale 
maggiore, i laser infrarossi producono un plasma che presenta una temperatura più 
elevata, in quanto la lunghezza d’onda maggiore assicura che l’ultima parte dell’impulso 
sia assorbita in maniera migliore da parte del plasma, dal momento che il coefficiente del 
processo di assorbimento per Bremsstrahlung inverso varia come λ3. Nella pratica 
pertanto si preferisce spesso l’utilizzo di laser infrarossi, in quanto, nonostante la minore 
massa rimossa, danno origine a un plasma più caldo e che quindi emette un segnale più 
forte e duraturo. 
 
 
1.1.2. Analisi LIBS 
Gli spettri che si ottengono dall’emissione del plasma forniscono informazioni sia di tipo 
qualitativo che quantitativo sul campione in analisi.  
In particolare, l’analisi quantitativa richiede particolare attenzione, dal momento che 
l’intensità di emissione spettrale nel plasma dipende, oltre che dalla concentrazione degli 
elementi nel campione, anche dalla densità elettronica e dalla temperatura del plasma 
stesso, che a loro volta dipendono da altri fattori, quali le caratteristiche della sorgente di 
eccitazione (energia, densità di potenza, lunghezza d’onda), il tipo di campione e 
l’atmosfera in cui avviene l’esperimento. Inoltre si deve anche tenere conto del processo 
di ablazione laser, da cui dipendono la quantità e la composizione della massa ablata. 
Da quanto detto finora, si capisce quindi la complessità dei fenomeni alla base delle 
analisi LIBS; per questo motivo, al fine di semplificare il modello interpretativo, sono 
state introdotte tre ipotesi su cui si basano molti dei metodi sviluppati per l’analisi 
qualitativa. Tali ipotesi sono riportate qui di seguito. 
Si assume che: 
 La composizione del volume del plasma sotto esame sia rappresentativa della 
composizione del campione (ablazione stechiometrica); 
 Le righe spettrali misurate siano otticamente sottili; 
 Il volume del plasma sotto osservazione sia in equilibrio termodinamico locale 
(LTE). 
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1.1.2.1. Ipotesi di ablazione stechiometrica 
Con il termine ablazione si intende tipicamente un’interazione laser-materia di tipo 
esplosivo. L’ablazione è detta stechiometrica se la composizione chimica del plasma 
indotto dal laser è la stessa del campione in esame. È evidente, pertanto, come questa 
ipotesi sia alla base della tecnica LIBS, come del resto di tutte le tecniche che sfruttano 
l’ablazione laser come metodo di campionamento (per esempio LA-ICP-MS). 
Le interazioni laser-materia, in condizioni di irradianza diverse, possono essere descritte 
attraverso due modelli differenti: vaporizzazione o ablazione [23]. 
Il processo di vaporizzazione si ha generalmente a densità di potenza laser inferiori a 106 
Wcm-2, corrispondenti tipicamente a impulsi laser della durata di microsecondi o più 
lunghi. Il processo che si ha in questo caso è essenzialmente di tipo termico, in quanto gli 
elettroni della superficie assorbono energia a seguito dell’interazione con i fotoni del 
raggio laser, e la convertono in calore. Dal momento che i tempi caratteristici di collisione 
del fotone sono dell’ordine di 0,1 ps, si ha che durante un singolo impulso laser (0,1-1 
ms) avvengono molte collisioni, e pertanto si può considerare che l’energia ottica 
assorbita venga convertita istantaneamente in calore. Così, in tempi di una frazione di 
microsecondo, sono raggiunte e superate le temperature di fusione e di vaporizzazione, 
provocando una rimozione di materiale dalla superficie dell’ordine dei mg, con crateri 
profondi qualche millimetro. Tale processo però può avvenire in modo differenziale, vale 
a dire che nei vapori che si formano saranno più abbondanti gli elementi con tensione di 
vapore più elevata, e quindi la composizione del materiale rimosso non rispecchierà, in 
generale, quella del campione. 
Utilizzando densità di potenza maggiori di 109 W cm-2, che corrispondono a impulsi della 
durata di alcuni nanosecondi o più brevi, si ha invece un’esplosione. Infatti, in questo 
caso, la temperatura di vaporizzazione della superficie viene oltrepassata in una frazione 
della durata dell’impulso laser, e, prima che lo strato superficiale si possa vaporizzare, il 
materiale sottostante raggiunge la sua temperatura di vaporizzazione, aumentando 
notevolmente la pressione e provocando così l’esplosione della superficie, l’espulsione di 
materiale e la formazione del plasma. In questo caso, il materiale, riscaldato molto 
rapidamente, viene rimosso dalla superficie in maniera omogenea, e quindi nel plasma 
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ritroveremo la stessa composizione del solido. Pertanto, lavorando in queste condizioni, il 
risultato è un processo di ablazione stechiometrica. 
Per quanto riguarda l’intervallo di densità di potenza intermedio (tra 106 e 109 W cm-2), i 
fenomeni osservati sono notevolmente più complessi, e al momento in letteratura non 
sono riportate schematizzazioni in grado di descriverli in maniera soddisfacente. 
 
1.1.2.2. Condizione di plasma otticamente sottile 
Per calcolare i valori delle intensità di riga, è necessario verificare che il plasma sia 
otticamente sottile. Tale assunzione sta a significare che la radiazione non viene 
significamente riassorbita dal plasma stesso lungo la traiettoria ottica che va dal punto di 
emissione al rivelatore. L’assorbimento avviene poiché gli atomi nei livelli energetici più 
bassi, e quindi più popolati, possono riassorbire con facilità la radiazione emessa da altri 
atomi dello stesso elemento. Questo fenomeno, che prende il nome di autoassorbimento, 
avviene in maniera non lineare principalmente per le righe risonanti o quelle che 
presentano una forza dell’oscillatore elevata, oppure anche per righe di elementi presenti 
a elevate concentrazioni [26]. È meno presente, invece, in plasmi piccoli, dove il 
cammino ottico della radiazione è breve (plasmi otticamente sottili), e per elementi 
presenti in tracce. 
Un esempio di autoassorbimento è l’effetto self-reversal, che avviene quando la linea 
emessa dalla parte centrale più calda del plasma viene riassorbita nella zona più esterna e 
più fredda dello stesso, portando al profilo di emissione riportato in figura 1.3. 
 
Figura 1.3 Esempio effetto self-reversal per la riga di Ca I a 610.3 nm  
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Naturalmente, per quanto riguarda l’analisi quantitativa risulta fondamentale discriminare 
le righe autoassorbite, in quanto possono portare a risultati falsati. Il metodo più semplice 
per risolvere il problema dell’autoassorbimento, benchè sia possibile modellare e 
compensare il fenomeno, è ovviamente quello di evitare di usare tali linee, anche se nel 
fare ciò bisogna stare particolarmente attenti. Infatti, se nel caso di plateau di saturazione 
e profili di self-reversal è facile riconoscere l’autoassorbimento, in molti altri casi 
l’individuazione non è così semplice. Ad esempio, come si vede in figura 1.4, dove sono 
riportate delle simulazioni della riga del rame a 324.7 nm per diversi livelli di auto 
assorbimento, si vede come per valori intermedi di densità dell’elemento nel plasma 
l’effetto non è facilmente riconoscibile. 
 
Figura 1.4  Simulazione della riga di Cu a 324.7 nm per diversi livelli di densità del rame nel plasma e 
quindi di autoassorbimento 
1.1.2.3. Equilibrio termodinamico locale (LTE) 
Per ottenere informazioni quantitative dagli spettri di emissione di plasmi indotti da laser, 
è necessario avere un modello che descriva le popolazioni dei diversi stati quantistici 
degli elementi e degli ioni presenti. 
In generale, nelle situazioni pratiche si evita di utilizzare un approccio cinetico, che 
richiederebbe la risoluzione di un complesso sistema di equazioni che descriva tutte le 
reazioni che avvengono nel plasma e coinvolgono elettroni, molecole, fotoni e tutti gli 
stati quantistici atomici e ionici, cosa difficilmente applicabile, anche per la mancanza per 
molti materiali dei parametri necessari a questo tipo di descrizione. 
Quindi, solitamente si preferisce un approccio termodinamico al problema. In questo 
caso, si considerano i contributi al sistema delle energie cinetiche, di eccitazione, di 
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ionizzazione, e radiativa attribuibili alla natura delle particelle che formano il plasma. Le 
distribuzioni di equilibrio di queste forme di energia sono date, rispettivamente, dalle 
funzioni Maxwell, Boltzmann, Saha e Planck, ciascuna caratterizzata da un parametro di 
temperatura (T) definito separatamente e diverso per ogni funzione. 
Può accadere che una distribuzione di equilibrio esista per una di queste forme di energia 
e non per un’altra. L’equilibrio termodinamico completo (TE) si realizza nel momento in 
cui tutte le energie si trovano all’equilibrio, vale a dire quando tutti i processi sono in 
equilibrio e vale così il “il principio del bilancio dettagliato”. In questo caso il parametro 
T è lo stesso per tutte le distribuzioni e assume il significato di temperatura del sistema. 
Nella pratica questa situazione è difficilmente realizzabile, e pertanto devono essere fatte 
delle approssimazioni per descrivere lo stato del plasma. La forma di energia che è più 
spesso disaccoppiata dalle altre è quella radiativa, dal momento che l’equilibrio radiativo 
richiede che il plasma sia otticamente spesso a tutte le frequenze. Ciononostante, i plasmi 
LIBS possono essere descritti tramite uno stato noto come equilibrio termodinamico 
locale (LTE), in cui i processi collisionali assumono maggiore importanza di quelli 
radiativi, che di conseguenza possono essere trascurati, mentre è possibile trovare un 
valore di temperatura unico che soddisfi le distribuzioni di Boltzmann, Saha e Maxwell. 
In tal caso le caratteristiche del plasma possono essere descritte tramite la temperatura (T) 
del plasma stesso e la sua densità elettronica (ne), rendendo possibile l’analisi di tipo 
quantitativo. 
In particolare, sotto le condizioni di equilibrio termodinamico locale, la popolazione dei 
livelli eccitati per ogni specie segue la distribuzione di Boltzmann: 
nis = 
gi
𝑈𝑈𝑠𝑠(T) nse- Ei kT⁄             (1.1) 
dove nsi indica la popolazione del livello eccitato i della specie s, gi è la degenerazione, Ei 
è l’energia di ionizzazione, ns è la densità totale delle specie s nel plasma, k è la costante 
di boltzmann e Us(T) è la funzione di partizione della specie alla temperatura T: Us(T)= ∑ gie- Ei kT⁄i     (1.2)  
A causa dell’addensarsi dei livelli di energia in prossimità del limite di ionizzazione, il 
calcolo della funzione di partizione dovrebbe includere infiniti termini, in particolar modo 
considerando le alte temperature raggiunte dal plasma, provocando la divergenza della 
somma. In realtà questa somma si estende all’infinito solo se il raggio atomico va 
anch’esso all’infinito. In un plasma ciò non succede perché, a causa dello schermo delle 
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altre particelle cariche, l’elettrone è attratto dal nucleo solo se si trova entro una distanza 
finita da esso (che corrisponde al cosiddetto raggio di Debye). Questo equivale a ridurre 
l’effettivo potenziale di  ionizzazione Eion di ciascuna specie nel plasma di un fattore 
∆Eion, che definisce un limite superiore della somma della funzione di partizione, 
eliminando in tal modo il problema della divergenza [27]. 
La distribuzione di popolazione dei diversi stati di ionizzazione, in condizioni LTE, è, 
invece, descritta dall’equazione di Saha, che, nel caso siano presenti solo specie neutre e a 
singola ionizzazione (stati predominanti nei tipici plasmi LIBS), assume la seguente 
forma: 
𝑛𝑛𝑒𝑒
𝑛𝑛𝐼𝐼𝐼𝐼
𝑛𝑛𝐼𝐼
 =  (2𝜋𝜋𝑚𝑚𝑒𝑒𝑘𝑘𝑘𝑘)3 2�
ℎ3 2𝑈𝑈𝐼𝐼𝐼𝐼 (𝑘𝑘)𝑈𝑈𝐼𝐼(𝑘𝑘) 𝑒𝑒− 𝐸𝐸𝑖𝑖𝑖𝑖𝑛𝑛 −∆𝐸𝐸𝑖𝑖𝑖𝑖𝑛𝑛𝑘𝑘𝑘𝑘     (1.3) 
dove nI e nII sono rispettivamente le densità di popolazione delle specie atomiche neutre e 
a singola ionizzazione (notazione spettroscopica convenzionale), Eion è il potenziale di 
ionizzazione delle specie neutre, me è la massa dell’elettrone, h la costante di Planck e 
∆Eion il fattore correttivo descritto in precedenza. 
Rimane però ancora da stabilire quando è possibile considerare la LTE una buona 
approssimazione per la descrizione dello stato di plasma. 
 
1.1.2.3.1. Valutazione delle condizioni di LTE 
Per far si che la condizione di equilibrio termodinamico locale sia verificata, devono 
essere rispettati tre criteri fondamentali [28]. 
Il primo riguarda la densità elettronica. Infatti, per la condizione che la popolazione degli 
stati ionici e atomici è regolata dalle collisioni elettroniche, più che dalle radiazioni, è 
necessario che la densità elettronica sia abbastanza elevata da garantire un alto numero di 
collisioni. Il limite inferiore della densità elettronica per cui tale condizione è verificata è 
dato dal principio di McWhiter [10]: 
𝑛𝑛𝑒𝑒  ≥ 1,6 ∙  1012𝑘𝑘1 2⁄ (∆𝐸𝐸)3     (1.4) 
dove ∆E (in eV) è la più alta energia di transizione per cui la condizione è soddisfatta, e T 
(in K) è la temperatura del plasma. Per valori di densità elettronica inferiori a questo 
limite, si ha un riscaldamento molto rapido degli elettroni (a causa della loro massa 
ridotta rispetto agli altri ioni), che porta questi ultimi, nonostante il trasferimento di 
energia agli ioni, ad imporre la loro temperatura al plasma. Lo spettro che si ottiene 
corrisponde a quello di un gas di elettroni. In questo caso si parla di parziale equilibrio 
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termodinamico locale (PLTE), nel quale l’equazione di Boltzmann è valida solo per i 
livelli stati superiori del sistema, mentre la popolazione dei livelli inferiori dipende da un 
bilancio tra processi di collisione e radiativi [27]. Quindi, in accordo con il criterio di 
McWither, la condizione perché i livelli più bassi di energia siano in LTE è che la densità 
elettronica sia dell’ordine di 1016-1017 cm-3, valore che nei plasmi indotti da laser è 
tipicamente raggiunto durante i primi istanti di vita del plasma stesso. 
Il secondo criterio concerne invece l’evoluzione temporale del plasma. Infatti, dal 
momento che il plasma si espande e si raffredda, è necessario che le variazioni di T e ne 
siano piccole durante il tempo τ che il plasma impiega per raggiungere l’equilibrio. 
Sperimentalmente, τ varia da frazioni di picosecondi a decimi di nanosecondi, vale a dire 
tempi molto più brevi delle decine di nanosecondi caratteristiche delle variazioni nel 
plume del plasma. Tale condizione si raggiunge più facilmente a tempi lunghi rispetto al 
momento di formazione del plasma, vale a dire quando esso evolve più lentamente, ed a 
pressione atmosferica piuttosto che sotto vuoto, dal momento che in questo modo ne è 
maggiore e l’espansione più lenta. 
Infine, il terzo criterio prende in considerazione la disomogeneità spaziale del plasma. Ciò 
si traduce nel fatto che le variazioni di T e ne debbano essere trascurabili nell’intervallo 
spaziale d in cui le specie diffondono durante il tempo τ necessario per raggiungere 
l’equilibrio. Questa condizione viene più facilmente violata negli strati più esterni del 
plasma, dove T e ne sono più bassi, e di conseguenza τ e d sono più grandi. Infatti, a causa 
della temperatura minore, il sistema necessità di un tempo maggiore per raggiungere 
l’equilibrio e di conseguenza le specie possono migrare a distanze maggiori. 
Studi teorici e sperimentali [29] hanno confermato che le ipotesi di LTE sono confermate 
nei plasmi LIBS, ad eccezione dei primi istanti immediatamente successivi alla 
formazione del plasma (1-2 µs). Inoltre la validità delle ipotesi dipende anche dai 
parametri sperimentali, quali, ad esempio, l’energia laser, la durata dell’impulso, il gate di 
acquisizione, che devono essere scelti il più accuratamente possibile affinchè la 
condizione LTE sia verificata. 
 
1.1.3. Analisi quantitativa 
Vi sono numerosi metodi per ottenere informazioni di tipo quantitativo da misure LIBS, 
tra cui ritroviamo i classici metodi di calibrazione che comportano l’uso di standard 
interni oppure rette di taratura [30]. In realtà, si ha che per piccole variazioni nella 
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composizione del campione, da cui dipendono le proprietà termiche, si possono avere 
sensibili differenze nei parametri termodinamici del plasma e di conseguenza grandi 
differenze nelle intensità misurate. Quindi è necessario costruire delle curve di 
calibrazione utilizzando standard con matrici il più simili possibile a quella del campione,  
il che richiederebbe,in linea di principio, la conoscenza a priori della composizione del 
campione stesso (o al limite la concentrazione di uno degli elementi da usare come 
standard interno). Tutto ciò naturalmente, limita di fatto l’applicabilità e l’affidabilità di 
questi metodi. 
Un metodo alternativo, che consente l’analisi LIBS senza utilizzare curve di taratura e al 
contempo permette di evitare il problema dell’autoassorbimento, è stato proposto dal 
gruppo di Spettroscopia Laser Applicata dell’ICCOM C.N.R. di Pisa. Tale metodo prende 
il nome di “Calibration Free LIBS” (CF-LIBS). Per la sua applicazione è, però, necessario 
conoscere la temperatura e la densità elettronica del plasma. 
 
1.1.3.1. Misura della temperatura del plasma   
La temperatura del plasma, se le condizioni di LTE sono verificate, può essere ottenuta 
dalla misura dell’intensità di due o più righe spettrali dello stesso elemento provenienti da 
livelli energetici diversi, ma con lo stesso stato di ionizzazione. Infatti, se la popolazione 
del livello obbedisce alla distribuzione di Boltzmann e la riga è otticamente sottile, 
l’intensità di riga integrata (numero di transizioni per unità di volume per unità di tempo) 
corrispondente alla transizione tra il livello più alto i e il più basso j si può scrivere come: Iij = nisAij = AijgiUs(T) n se-Ei kT⁄        (1.5) 
dove λij , Aij sono rispettivamente la lunghezza d’onda e la probabilità di transizione per la 
riga considerata. 
Prendendo il logaritmo di entrambi i membri dell’equazione 1.5 si ottiene: ln IijgiAij  = ln � nsUs(T)� −  EikT             (1.6) 
Da questa relazione è possibile calcolare la temperatura del plasma a partire dall’intensità 
delle righe spettrali, ammesso che le probabilità di transizione siano note. Considerando 
l’equazione 1.6 per due diverse righe (λij e λmn) e sommando membro a membro si ottiene 
è la seguente relazione 
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ln IijgiAij −  ln ImngmAmn =  − Ei- EmkT     (1.7) 
In cui è assente la dipendenza da ns e Us(T). 
Utilizzando diverse righe di una stessa specie è possibile ottenere risultati migliori nel 
calcolo della temperatura. Per far ciò si pongono le diverse righe in un grafico (chiamato 
piano di Boltzmann, vedi figura 1.5), in cui il primo membro dell’equazione 1.6 è 
espresso in funzione di Ei, e, attraverso un processo di best fitting con regressione lineare 
dei punti così ottenuti, si ottiene una retta con pendenza pari a -1/kT. 
 
Figura 1.5 Esempio di un diagramma di Boltzmann per una lega di bronzo; il fit dei punti di diverso 
colore, che rappresentano specie diverse, presenta la stessa pendenza data l’assunzione LTE (la T è la 
stessa per tutte le specie) 
In realtà, per il calcolo della temperatura è possibile utilizzare anche le righe di emissione 
provenienti da diversi stati di ionizzazione della specie in esame, normalmente presenti in 
un plasma laser-indotto. Per far ciò si utilizza una combinazione della relazione di Saha 
per la ionizzazione edella distribuzione di Boltzmann per l’eccitazione [31]. In questo 
modo si ottengono valori di temperatura più precisi, ma è richiesta la conoscenza della 
densità elettronica del plasma. Per ricavare l’espressione per la relazione accoppiata Saha-
Boltzmann si fa il rapporto tra l’intensità di riga ionica e quella atomica (eq. 1.5), da cui si 
ottiene ImnIIIijI = AmngmUI(T)AijgiUII(T)  nIInI  e�Ei- Em� kT⁄       (1.8) 
dove gli apici I e II si riferiscono rispettivamente alla specie neutra e a quella a singola 
ionizzazione. A questo punto si sostituisce il rapporto delle densità delle specie ionizzate 
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e neutre (nII/nI) facendo uso dell’equazione di Saha (eq. 1.3), ottenendo, dopo aver preso 
il logaritmo di entrambi i membri, un equazione analoga alla eq.1.6: ln �IijIIAmnI gmIImnI AijIIgiII�= ln �2(2πmekT)3 2⁄neh3 � - �Eion- ∆Eion+ EiII- EmI �kT       (1.9) 
In questa equazione si deve prestare particolarmente attenzione al fatto che il parametro T 
appare in due termini del secondo membro. Tuttavia la dipendenza dalla temperatura è 
predominante nel secondo, in quanto 1/T varia molto più velocemente di ln(T3/2), ed è 
pertanto possibile determinarla tramite un processo iterativo. Si parte da un valore iniziale 
di temperatura e densità elettronica, da cui si ricava un set di coordinate che vengono 
riportate in grafico di Boltzmann, da cui, tramite fit lineare, si determina un nuovo valore 
di T, con cui correggere le ordinate dei punti. Dopodichè si ripete il procedimento fino al 
convergere dei valori di temperatura (tipicamente questo avviene già intorno alla terza 
iterazione). In tal modo si ottengono dei valori di temperatura molto precisi, anche 
prendendo anche un valore di temperatura iniziale non corretto. 
 
 
1.1.3.2. Misura della densità elettronica 
I metodi spettroscopici più utilizzati per la misura della densità elettronica sono due. Il 
primo si basa sulla misura del rapporto delle popolazioni di due stati di successive 
ionizzazioni dello stesso elemento (metodo Saha-Boltzmann), ma presenta lo svantaggio 
di dover valutare la condizione di LTE e di portare nel conto numerosi parametri che 
presentano spesso errori non trascurabili (ad esempio, le probabilità di transizione che 
presentano errori anche del 30%). 
Il secondo metodo, invece, permette di ottenere dei risultati migliori, e si basa sulla 
misura dell’allargamento Stark delle righe del plasma. Infatti in condizioni LIBS, il 
principale contributo al profilo di riga è dato dall’effetto Stark, dal momento che il campo 
elettrico generato dagli elettroni nel plasma perturba i livelli energetici dei singoli ioni, 
causando così l’allargamento delle righe di emissione di quei livelli.  
Per la stima della densità elettronica è possibile utilizzarne l’allargamento Stark di una 
riga ben isolata, che viene espresso in termini di FWHM (ampiezza a metà altezza, in 
nanometri): 
∆λStark= 2w � ne1016�+ 3.5A � ne1016�1 4⁄ �1-BND-1 3⁄ �w � ne1016�    (1.10) 
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dove B è un coefficiente pari a 1.2 o 0.75 rispettivamente nel caso di righe neutre o 
ioniche, w è il parametro di impatto elettronico (o semi-ampiezza relativa ad una densità 
elettronica di 1016 cm-3), A è il parametro di allargamento ionico e ND è il numero di 
particelle nella sfera di Debye. La densità ne è espressa in cm-3. Il primo termine del 
secondo membro dell’equazione è dovuto all’interazione elettronica, mentre il secondo è 
generato da quella ionica. Nelle tipiche condizioni LIBS il contributo ionico può essere 
trascurato e l’equazione (1.10) diventa: 
∆𝜆𝜆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑘𝑘 = 2𝑤𝑤 � 𝑛𝑛𝑒𝑒1016�           (1.11) 
Da questa formula, considerando gli altri tipi di allargamento trascurabili (naturale, 
Doppler, etc), vale a dire Δλline ≅ ΔλStark, si può ottenere il valore di ne. Il valore di w, che 
dipende dalla temperatura, si trova in letteratura per le principali righe di emissione di 
molti elementi[32].  
Il metodo, anche se permette di ottenere valori di densità accurati, risulta essere limitato 
dalla ridotta larghezza delle righe e dalla possibile presenza di autoassorbimento. Un 
modo per superare tali inconvenienti è quello di misurare l’allargamento Stark della riga 
alfa della serie Balmer dell’idrogeno (Hα a 656.3 nm) secondo la relazione: (∆λ)Hα = 2.5∙10-9∙α1 2⁄ ∙ne2 3⁄        (1.12) 
dove (Δλ)Hα è la largezza a metà altezza della riga in Ångstrom e α1/2 è un parametro 
debolmente dipendente dalla temperatura, tabulato in letteratura [32]. Utilizzando questa 
riga si ha un risultato che non è affetto da autoaasorbimento, in più l’effetto Stark, in 
questo caso, produce un allargamento molto elevato che permette di ottenere errori più 
bassi e che può essere rilevato anche con sistemi di rivelazione spettrale a bassa 
risoluzione. 
 
1.1.3.2. La tecnica “calibration-free” (CF-LIBS) 
L’idea alla base della CF-LIBS è quella di compensare l’effetto matrice, attraverso le 
equazioni derivate dall’assunzione LTE applicate ai dati spettrali, rendendo in tal modo 
ogni misura auto-consistente, ed evitando così la necessità di un confronto con curve di 
calibrazione o campioni di riferimento [33,34].  
Per l’applicazione del metodo è necessario avere, oltre alle due righe (o più) di emissione 
di una singola specie per il calcolo della temperatura del plasma, almeno una riga con 
parametri spettroscopici noti per ogni elemento di cui si vuole calcolare la 
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concentrazione. L’intensità integrale di riga viene riscritta a partire dell’equazione 1.5 
come segue: Ii̅j= FCs AijgiUs(T) e- EikT        (1.13) 
dove Cs è la concentrazione della specie s. F è un parametro sperimentale, caratteristico 
dell’apparato strumentale, che tiene conto dell’efficienza del sistema ottico di raccolta, 
dello spettrometro e del rivelatore, nonché del volume e della densità del plasma. In tal 
modo, però, può essere determinata solo la risposta relativa del sistema, in quanto 
l’informazione assoluta è contenuta nel parametro F, incognito ma costante per tutte le 
righe. I restanti parametri sono già stati definiti in precedenza e i loro valori si trovano nei 
database spettrali (Aij, gi, Ei) oppure possono essere calcolati a partire dai dati 
sperimentali (T, Us). 
L’equazione 1.13 può essere riscritta in forma lineare (del tipo y = mx + q) prendendo il 
logaritmo di entrambi i membri e ponendo: 
𝑦𝑦 =  ln 𝐼𝐼?̅?𝑖𝑖𝑖
𝑔𝑔𝑖𝑖𝐴𝐴𝑖𝑖𝑖𝑖
            𝑥𝑥 =  𝐸𝐸𝑖𝑖               𝑚𝑚 =  −  1𝑘𝑘𝑘𝑘               𝑞𝑞 =  ln 𝐶𝐶𝑠𝑠𝐹𝐹𝑈𝑈𝑠𝑠(𝑘𝑘)             (1.14) 
Rappresentando i valori di intensità di ogni riga sul piano di Boltzmann, ogni specie giace 
su rette parallele ognuna con pendenza m (proporzionale a 1/T, la stessa per tutte le specie 
in condizioni LTE) e intercetta q (proporzionale al logaritmo della concentrazione della 
specie). Dalla relazione di Saha-Boltzmann è possibile, inoltre, risalire alla 
concentrazione di una qualunque specie chimica presente nel campione anche se è 
misurabile l’emissione di una sola specie (neutra o ionizzata). 
Attraverso questo metodo, l’errore minimo che si commette sulla misura, assumendo che 
le incertezze sulle intensità delle righe e sui parametri sperimentali siano trascurabili, è 
dello stesso ordine di grandezza della concentrazione del più abbondante elemento non 
rilevato. Ciò significa che attraverso la CF-LIBS, poiché le misure LIBS consentono di 
rivelare la maggior parte degli elementi fino a concentrazioni dell’ordine dei ppm, in 
teoria possono essere raggiunte precisioni molto elevate. In realtà, la precisione del 
metodo è degradata dalla necessità di conoscere i valori della probabilità di transizione, 
Aij, riportati in letteratura, che sono spesso noti solo entro il 10-20% o peggio. Per 
minimizzare queste incertezze e ottenere risultati più precisi è preferibile utilizzare il 
maggior numero di righe spettrali possibile, in maniera da mediare statisticamente tali  
incertezze. 
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Pertanto diventa fondamentale l’acquisizione a banda larga degli spettri (tipicamente le 
emissioni atomiche e ioniche di interesse sono comprese tra i 200 e i 900 nm). I sistemi di 
rivelazione a banda larga si adattano meglio all’utilizzo del metodo CF-LIBS, perché 
capaci di acquisire un ampia regione spettrale con un unico impulso laser, evitando così i 
problemi legati alla riproducibilità che si avrebbero con un sistema di rivelazione che 
necessità di più acquisizione per coprire l’intero range spettrale. 
 
 
1.1.4. LIBS a doppio impulso 
Negli ultimi anni, al fine di aumentare la sensibilità e la riproducibilità delle analisi LIBS, 
si è studiata e sviluppata la possibilità di formare ed eccitare il plasma attraverso l’utilizzo 
di due impulsi laser invece che uno. Questa tecnica, che prende il nome di DP-LIBS 
(Double Pulse LIBS) o Repetive Single Spark (RSS), è molto simile a quella a singolo 
impulso (SP-LIBS), dal momento che l’unica differenza è l’utilizzo di due impulsi laser 
con un ritardati tra loro di qualche microsecondo. 
Fin dai primi studi [35] è emersa la capacità della DP-LIBS di migliorare notevolmente, 
rispetto alla SP-LIBS, non solo l’intensità assoluta delle righe e il rapporto segnale 
rumore ( come si vede in figura 1.6), ma anche la riproducibilità delle misure [36-38]. 
 
 
Figura 1.6 Confronto tra lo spettro DB-LIBS e SP-LIBS di un campione d’oro 
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Nella sua versione più semplice, nonché di maggior successo, la DP-LIBS prevede 
l’utilizzo di due impulsi laser disposti nella cosiddetta configurazione collineare (figura 
1.7). Questi due impulsi possono essere emessi da due laser diversi [39] oppure da un 
unico laser che emette due impulsi separati da un opportuno ritardo [36,39], e possono 
possedere differente lunghezza d’onda e durata.  Sono possibili anche altre tipologie di 
configurazione più o meno complesse, che prevedono, ad esempio, l’uso di due impulsi 
laser disposti ortogonalmente l’uno rispetto all’altro, e che permettono di modificare, 
oltre alla lunghezza d’onda e alla durata dell’impulso, anche la lunghezza del cammino 
ottico del laser. Dal punto di vista analitico tali configurazioni, però, producono un 
miglioramento del segnale inferiore a quello che si ottiene con la disposizione collineare, 
e pertanto vengono utilizzati principalmente per studi differenti da quelli di tipo analitico. 
 
 
Figura 1.7 Configurazione a doppio impulso collineare. 
 
Benché la configurazione collineare, come già detto, sia relativamente semplice da 
realizzare a livello strumentale, dal punto di vista del modello teorico, invece, 
l’interazione del secondo impulso con il campione e il plasma generato dal primo impulso 
non è facilmente spiegabile, tanto che una piena comprensione del meccanismo di 
aumento del segnale nella DP-LIBS è stata raggiunta solo pochi anni fa [40-42]. 
Da un punto di vista fenomenologico, la configurazione a doppio impulso collineare è 
caratterizzata da una quantità di massa ablata maggiore rispetto a quella a singolo 
impulso. Inoltre, per le analisi effettuate in aria a pressione atmosferica, si nota nel 
Bersaglio 
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sistema a doppio impulso una marcata diminuzione delle linee di emissione degli 
elementi atmosferici (N, O, C) rispetto a quello a singolo impulso [43].  
Proprio a partire da questo ultimo fenomeno, è stato verificato che il meccanismo 
responsabile dell’aumento del segnale nella configurazione a doppio impulso è legato alla 
modifica nell’ambiente prodotta dal primo impulso, che crea le condizioni ottimali per la 
generazione del plasma da parte del secondo [44]. Infatti, è stato visto che l’andamento 
delle intensità LIBS per un singolo impulso non varia in maniera monotona con il variare 
della pressione del gas che circonda il campione, ma raggiunge un massimo che poi 
decresce andando verso la pressione atmosferica (figura 1.8)[45,46]. 
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Figura 1.8 Andamento dell’intensità LIBS per la riga del rame a 521.5 nm in funzione della pressione 
ambientale (in aria)  
Questo comportamento dipende dal fatto che a bassa pressione, nei primi istanti 
dell’impulso laser, il plasma indotto si espande liberamente in assenza di una sostanziale 
contropressione da parte dell’ambiente, pertanto possiede una bassa densità e parte 
dell’energia dell’impulso non viene assorbita a causa del basso effetto di Bremsstrahlung 
inverso. In questo modo si ha da una parte un elevata quantità di energia che raggiunge la 
superficie, e di conseguenza una maggiore massa ablata, mentre dall’altra la temperatura 
del plasma rimane bassa e quindi l’emissione spettrale risulta bassa. A pressione 
atmosferica l’effetto invece è inverso, dal momento che il plasma iniziale rimane 
confinato a causa del gas ambientale e assorbe buona parte dell’energia del laser. Ciò 
comporta una minore quantità di massa ablata, ma un’alta temperatura di plasma, che si 
traducono nuovamente in un intensità di emissione relativamente bassa. Tra questi due 
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estermi, dovrà esistere una pressione tale in cui si abbia un buon compromesso tra massa 
ablata e temperatura del plasma. Questa pressione ottimale varia da gas a gas, e nel caso 
dell’aria, come si vede in figura, è circa 100 Torr. 
L’importanza di queste considerazioni per la LIBS a doppio impulso risultano 
immediatamente chiare guardando l’evoluzione del plasma prodotto da un doppio 
impulso (figura 1.9). 
 
Figura 1.9 Shadogramma dell’evoluzione del plasma prodotto nella configurazione a doppio impulso. Il 
tempo che intercorre tra ciascuna fotogramma è di 500 ns. 
Come si vede dall’immagine, nei primi quattro fotogrammi si ha l’evoluzione del plasma 
creato dal primo impulso, che appare confinato e rimane distaccato dall’onda d’urto 
prodotta dal laser. Il secondo impulso, arriva 2 µs dopo il primo (quarto fotogramma), 
generando un secondo plasma che si espande all’interno dell’onda d’urto prodotta dal 
primo impulso, e che presenta maggiori dimensioni e durata. Inoltre, non viene rilevata 
un’onda d’urto legata al secondo impulso, il che è indicativo del fatto che la densità del 
gas all’interno della prima onda è minore rispetto alla densità ambientale. In altre parole, 
ciò vuol dire che il processo di ablazione laser per il secondo impulso avviene in 
ambiente a bassa pressione più favorevole per l’emissione LIBS (figura 1.8), che risulta 
pertanto aumentata rispetto al caso del singolo impulso. 
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1.2. L’osso 
 
L’osso è un organo costituito da diverse tipologie di tessuti cellulari, tra cui tessuto osseo, 
cartilagineo, epiteliale, adiposo e nervoso, che svolge numerosi compiti, suddivisi in due 
gruppi principali: funzioni di tipo meccanico e di tipo metabolico. 
Nel primo gruppo ricadono le funzioni di supporto e di protezione, vale a dire che lo 
scheletro è come una sorta di impalcatura, che, al contempo, sostiene i tessuti molli, 
fornisce punti di attacco per i tendini di gran parte dei muscoli e protegge i più importanti 
organi interni da ferite (ad esempio la scatola cranica protegge il cervello, le vertebre il 
midollo spinale). 
Le funzioni metaboliche invece riguardano essenzialmente il deposito e il rilascio di 
diversi minerali, in particolar modo fosforo e calcio (nel tessuto osseo è contenuto circa il 
99% della quantità totale di calcio contenuta nel corpo umano), contribuendo in maniera 
critica al mantenimento dei livelli di equilibrio dei minerali nel sangue. 
Inoltre, l’osso è il sito primario dell’ematopoiesi, un processo tramite cui si hanno la 
formazione e la maturazione di diverse componenti cellulari del sangue, quali globuli 
rossi, globuli bianchi e piastrine. 
 
1.2.1. Istologia del tessuto osseo 
A livello microscopico, il tessuto osseo, come gli altri tessuti connettivi, è costituito da 
un’abbondante matrice extra-cellulare che circonda e separa le cellule presenti. Questa 
matrice negli ossi vivi è costituita dal 15% di acqua, dal 30 % di materia organica e dal 
55% di sali minerali cristallizzati.  
La parte organica dell’osso è costituita per circa il 98% da fibre di collagene, da cui 
dipende la flessibilità dell’osso, nonché la sua resistenza alla trazione e alla torsione. Il 
restante 2% è composto da diversi tipi di cellule, di cui le principali sono le cellule 
osteogeniche, gli osteoblasti, gli osteociti e gli osteoclasti. Le prime sono cellule staminali 
che sviluppandosi si trasformano in osteoblasti, vale a dire le cellule specializzate nella 
costruzione dell’osso. Questi sono in grado di sintetizzare fibre di collagene e altri 
componenti organici necessari alla costruzione della matrice extra-cellulare e alla sua 
calcificazione (cristallizzazione). Durante tale processo, gli osteoblasti rimangono 
intrappolati all’interno della matrice, e mutano in osteociti, le principali cellule presenti 
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nell’osso, che svolgono le funzioni metaboliche necessarie al mantenimento del tessuto, 
come lo scambio di nutrienti e rifiuti con il sangue. Infine, gli osteoclasti sono grosse 
cellule che rilasciano potenti enzimi lisosomiali e acidi che demoliscono la matrice 
extracellulare. Questo processo prende il nome di riassorbimento, e fa parte del normale 
sviluppo dell’osso (processo di rimodellamento). Gli osteoclasti inoltre aiutano anche a 
regolare i livelli di calcio nel sangue.  
La parte inorganica della matrice serve a conferire durezza e resistenza all’osso. È 
costituita da diversi sali minerali di cui il più abbondante è il fosfato di calcio 
[Ca3(PO4)2], che si combina con idrossido di calcio [Ca(OH)2] e forma cristalli di 
idrossiapatite [Ca10(PO4)6(OH)2]. Non si tratta però di idrossiapatite pura, ma all’interno 
del reticolo cristallino si trovano numerose impurità. Per lo più si hanno gruppi carbonato 
[CO32-] (circa 4-6%) al posto dei gruppi fosfato, ma altre sostituzioni note sono potassio, 
magnesio, stronzio, zinco e sodio al posto degli ioni calcio e ioni fluoruro e cloruro al 
posto di gruppi idrossile. Tali impurità riducono il grado di cristallizzazione 
dell’idrossiapatite, alterandone alcune proprietà come la solubilità, particolarmente 
importante per il rilascio dei sali minerali nel sangue e per il riadattamento dell’osso 
(attraverso il processo di rimodellamento).  
In base alla struttura assunta della matrice extra-cellulare, il tessuto osseo si suddivide in 
due tipologie differenti: tessuto compatto e tessuto spugnoso (figura 1.10). Il primo 
costituisce circa l’80% dell’intera massa scheletrica mentre il secondo circa il 20%.  
 
 
Figura 1.10 Sezione trasversale di un osso lungo (tibia) 
 
  27 
1.2.1.1. Il tessuto compatto 
Il tessuto compatto, chiamato anche corticale o denso, è quello che si trova sulla 
superficie delle ossa, ma può essere esteso anche più verso l’interno dell’osso (succede 
principalmente nella parte centrale degli ossi lunghi). È composto dalla ripetizione di 
unità strutturali chiamate osteoni (figura 1.11). Queste unità sono costituite da lamelle 
concentriche arrangiate intorno ad un canale centrale, chiamato anche canale di Havers. 
Queste lamelle non sono altro che piastre circolari di matrice extracellulare mineralizzata, 
dal diametro sempre maggiore, che circondano una piccola rete di vasi sanguigni, linfatici 
e nervi situata all’interno del canale centrale. Tra una lamella e l’altra vi sono dei piccoli 
spazi che prendono il nome di lacune, all’interno dei quali sono contenuti gli osteociti. A 
partire da questi spazi si diramano in tutte le direzioni dei canalicoli, vale a dire piccoli 
canali contenenti fluidi extracellulari, che connettono le lacune tra di loro e con il canale 
centrale, creando un piccolo sistema di scanalature attraverso l’osso, che permette 
all’ossigeno e ai nutrienti di raggiungere gli osteociti. 
 
Figura 1.11 Sezione di diversi osteoni del femore e dettaglio di un osteone. 
 
1.2.1.2. Il tessuto spugnoso 
Il tessuto spugnoso, chiamato anche trabecolare, differisce da quello compatto 
principalmente per la mancanza di osteoni. Si trova sempre all’interno delle ossa protetto 
da uno strato di tessuto corticale. Anch’esso è costituito da lamelle che sono arrangiate in 
maniera irregolare in sottili colonne che prendono il nome di trabecole (figura 1.12).  
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Figura 1.12 Osso Spugnoso 
 
Tra queste vi sono ampi spazi visibili anche a occhio nudo, che sono riempiti con midollo 
osseo rosso, nel caso di ossa in cui vengono prodotte cellule sanguigne (principalmente si 
trova nelle ossa pelviche, nelle costole, nello sterno, nelle vertebre, in alcune ossa del 
cranio e nella parte finale dell’omero e del femore), oppure midollo osseo giallo, vale a 
dire tessuto adiposo (figura 1.13). In entrambi i casi vi sono numerosi vasi sanguigni che 
servono per portare nutrimento agli osteociti. 
 
 
Figura 1.13 Tessuto trabecolare dettaglio microscopio  
 
La distinzione tra tessuto spugnoso e compatto può essere discussa largamente sulla base 
della porosità. Infatti, mentre nel tessuto corticale varia dal 5% al 20% (dovuta 
essenzialmente al canale di Havers, e in maniera minore alle lacune e ai canalicoli), in 
Midollo osseo giallo 
Trabecole 
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quello trabecolare va dal 40% fino addirittura al 95% (lo spazio tra le trabecole 
tipicamente va dai 100 ai 500 µm). Questa variazione dipende sia dall’osso preso in 
considerazione, che dall’età dell’individuo (con l’avanzamento dell’età il tessuto 
spugnoso tende ad assottigliarsi).  
A causa di ciò, il tessuto trabecolare risulta essere molto più leggero rispetto all’altro, il 
che porta di fatto alla diminuzione del peso complessivo di un osso, rendendo in tal modo 
più facile il movimento (la risposta dell’osso a una sollecitazione dei muscoli scheletrici 
avviene più prontamente).   
 
1.2.2. Processo di rimodellamento dell’osso 
Come la pelle, il tessuto osseo si forma prima della nascita e successivamente continua a 
rinnovarsi per tutta la vita dell’individuo. Tale sostituzione del tessuto vecchio con quello 
nuovo prende il nome di rimodellamento dell’osso, e coinvolge due meccanismi 
strettamente congiunti: il riassorbimento, vale a dire la rimozione dei minerali e delle 
fibre di collagene ad opera degli osteoclasti, e la deposizione, cioè l’addizione di minerali 
e collagene da parte degli osteoblasti.  
Tale processo risulta molto importante in quanto permette all’osso di rinnovarsi in 
maniera tale da adattarsi allo stress esterno a cui viene sottoposto, e rimuove eventuali 
parti danneggiate sostituendole con del tessuto nuovo. Inoltre il rimodellamento gioca un 
ruolo fondamentale nell’omeostasi minerale, attivandosi attraverso controlli di tipo 
ormonale, e rilasciando calcio (minerale principalmente presente nell’osso) in maniera 
tale da riequilibrare i livelli sanguigni nel range ottimale. 
Il rimodellamento avviene sia nel tessuto compatto che in quello spugnoso. Nel primo la 
percentuale di rimodellamento varia tra il 2-5% l’anno, mentre per il secondo la 
percentuale è proporzionalmente maggiore, ed è circa 5-10 volte maggiore che nell’altro 
caso. La velocità di rimodellamento varia molto anche in base alle diverse regioni del 
corpo. Ad esempio la porzione distale del femore (l’estremità inferiore) si rinnova 
completamente ogni quattro mesi, mentre la parte centrale non viene mai cambiata 
completamente nel corso della vita di un individuo. 
 
1.2.2.1. Distribuzione degli elementi all’interno dello scheletro 
Quanto appena detto, a livello di composizione inorganica si traduce in una 
differenziazione nella distribuzione dei vari elementi all’interno delle ossa. Ciò risulta 
 30 
vero sia prendendo in considerazione ossa di tipo differente, che considerando zone 
diverse dello stesso osso. Un esempio di quest’ultima affermazione si può vedere in 
figura 1.14, dove sono riportati i risultati di uno studio in letteratura [49], che mostra 
come le concentrazioni di vari elementi variano lungo un omero. In particolare si può 
notare come i valori siano approssimativamente costanti nella parte centrale dell’osso 
(epifisi), come era lecito aspettarsi, dal momento che si tratta della porzione meno 
interessata dal processo di rimodellamento.  
 
Figura 1.14 Distribuzione elementare lungo un omero sinistro ottenuta tramite analisi di attivazione 
neutronica, preso da rif 49 
Anche tra tessuto compatto e tessuto spugnoso si hanno differenze nella composizione 
elementare, con il secondo che presenta concentrazioni più elevate rispetto il primo. 
Nonostante ciò, nelle analisi di laboratorio si utilizza prevalentemente il tessuto corticale, 
in quanto più facile da maneggiare e meno soggetto a variazioni dovute a fattori esterni.  
 
 
1.3. Analisi elementare di campioni ossei 
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La necessità di analizzare matrici di tipo biologico, quali le ossa, per scopi di 
discriminazione nasce all’interno dei laboratori forensi e geochimici. Infatti, non è così 
raro rinvenire frammenti ossei all’interno di scene del crimine oppure di siti archeologici, 
dai quali è possibile ricavare diverse informazioni, utili per la discriminazione dei resti.  
In particolar modo, dalle analisi degli elementi in tracce (vengono definiti tali gli elementi 
presenti nel corpo umano in concentrazioni inferiori ai 100 mg/kg) è possibile ricavare 
informazioni relative alle abitudini alimentari dell’individuo quando era ancora in vita. 
Infatti, diversi elementi sono assimilati naturalmente dall’organismo attraverso 
l’alimentazione, in quanto necessari per il corretto funzionamento di numerosi processi 
metabolici, e successivamente depositati all’interno del tessuto osseo. L’analisi di questi 
elementi trova impiego in particolare modo nel campo archeologico, in quanto permette 
di risalire alle abitudini alimentari degli individui vissuti nel passato, un importante 
tassello utile per la ricostruzione degli usi e dei costumi delle antiche popolazioni e in 
campo forense, in cui queste stesse informazioni possono essere usate per agevolare 
l’identificazione di vittime di incidenti o eventi criminosi. 
Naturalmente, l’analisi degli elementi in tracce contenuti nelle ossa può essere utile anche 
in altri ambiti, permettendo di ricavare informazioni relative ad eventuali esposizioni ad 
agenti contaminanti (inquinamento ambientale o sul lavoro) o sulla storia medica 
dell’individuo in esame (numerose malattie sono causate da deficienze di taluni elementi 
nell’organismo). 
 
1.3.1. Tecniche analitiche per l’analisi elementare delle 
ossa 
L’analisi degli elementi in tracce contenuti nelle ossa ha trovato in campo archeologico la 
sua maggiore applicazione per la ricostruzione delle abitudini alimentari dei popoli 
antichi. Ciò è dimostrato dai numerosi studi riportati in letteratura sull’argomento, nei 
quali le tecniche utilizzate con più frequenza per questo scopo sono: la spettroscopia di 
emissione atomica di plasma accoppiato induttivamente (ICP-AES) [9-11], la 
spettroscopia di assorbimento atomico (AAS) [12,13], l’analisi strumentale per 
attivazione neutronica (INAA) [18-21] e in maniera minore la spettrometria di massa di 
plasma accoppiato induttivamente (ICP-MS) [14-17]. La caratteristica più importante di 
queste quattro tecniche risiede nella possibilità di realizzare analisi multi-elementari, cioè 
è possibile determinare più elementi contemporaneamente e in tal modo, considerato 
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l’elevato numero di componenti spesso ricercati all’interno dell’osso, ridurre i tempi di 
analisi e il rischio di errori o contaminazione. 
Tra i metodi proposti l’ICP-AES è senza dubbio affermato come tecnica principale 
l’analisi delle ossa [50-52], soppiantando di fatto l’AAS. Tale successo è dovuto, oltre al 
fatto che si tratta di una tecnica robusta dal costo relativamente contenuto, ai numerosi 
elementi che si possono analizzare contemporaneamente e ai buoni limiti di rilevabilità 
ottenibili, migliori di quelli dell’assorbimento atomico, come si vede confrontando i 
valori riportati nella tabella 1.1. 
Risultati simili e, anzi, addirittura migliori in molti casi potrebbero essere ottenuti tramite 
l’uso dell’ICP-MS, che presenta una sensibilità ancora più elevata rispetto all’emissione 
atomica per quasi tutti gli elementi di interesse. Purtroppo, a causa delle numerose 
interferenze spettrali, dovute alla presenza elevata di ossidi refrattari (principalmente 
ossidi di calcio, presente in alte concentrazioni), che rendono difficoltosa la 
determinazione di diversi elementi (in particolare Fe, Cu e Zn), la tecnica non trova largo 
impiego per questo tipo di applicazioni, e viene per lo più utilizzata nella determinazione 
di rapporti isotopici. 
La contemporanea presenza di elementi in tracce e ad elevate concentrazioni, in realtà, è 
causa di problemi (sovrapposizione di segnali) e interferenze di tipo spettrale (saturazione 
e autoassorbimento) anche per i due metodi precedenti. Pertanto con questo tipo di 
tecniche diventa di cruciale importanza la corretta diluizione dei campioni, al fine di 
ottenere i risultati migliori per tutti gli elementi ricercati. 
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Tabella 1.1 Limiti di rilevabilità delle principali tecniche di analisi elementare per campioni ossei, espressi in 
parti per milione (ppm). Gli elementi riportati sono quelli che si trovano principalmente all’interno delle 
ossa. (tratti da rif 53) 
Elemento AAS ICP-AES ICP-MS INAA 
Al 2 0.7 0.1 1 
Ba 10 0.01 0.02 1 
Ca 1 0.005 5 100 
Cu 1 0.3 0.03 0.01 
Fe 1 0.2 0.2 100 
Na 2 0.3 0.06 0.1 
Mg 0.03 0.02 0.1 10 
Mn 0.2 0.04 0.04 0.01 
Pb 0.5 0.8 0.02 1000 
P - 2 - 1 
Sr 1 0.02 0.02 10 
Zn 0.02 0.06 0.08 10 
 
La tecnica INAA, infine, si differenzia dalle altre per molti aspetti. Innanzitutto, a 
differenza delle precedenti che richiedono la dissoluzione del campione in soluzione, è 
una tecnica di tipo non distruttivo che non necessita di alcuno stadio di pretrattamento 
(eccezione fatta per la rimozione dei tessuti molli dall’osso), caratteristica molto 
importante, considerato anche l’alto valore che taluni reperti possono avere, specialmente 
quelli di tipo archeologico. In questa tecnica il campione viene irradiato con neutroni, 
dando origine a isotopi radioattivi degli elementi presenti, che decadono emettendo 
radiazioni γ, aventi lunghezza d'onda caratteristica in base all’elemento. Pertanto la 
misura delle energie della radiazione emessa permette di ricavare un’informazione 
qualitativa sugli elementi presenti, mentre l'intensità di questa radiazione è legata alla 
quantità dell'elemento che decade, da cui si può ricavare la concentrazione dell’elemento 
di partenza. In passato la tecnica era molto più utilizzata, in quanto è una delle poche che 
permette di determinare in maniera non distruttiva un grande numero di elementi 
contemporaneamente, sia che si tratti di componenti in tracce che maggioritari (ampio 
intervallo dinamico). Purtroppo il costo associato a questo tipo di analisi è molto elevato, 
in quanto è necessaria una struttura altamente specializzata (vedi figura 1.15), che non 
tutti i laboratori possono permettersi, e quindi spesso si è stati costretti a deviare su 
soluzioni più economiche. 
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Figura 1.15 Esempio di reattore nucleare per analisi INAA. Università di Pavia. 
In tempi recenti per le analisi elementari stanno riscuotendo sempre più successo i metodi 
basati sull’utilizzo di sorgenti laser, tra cui principalmente la LIBS (Laser Induced 
Breakdown Spectroscopy)[54] e la LA-ICP-MS (laser ablation ICP-MS)[55-57]. Rispetto 
alle tecniche tradizionali, quest’ultime richiedono una minima quantità di campione per 
l’analisi (vengono spesso associate alle tecniche non distruttive, pur essendo tecnicamente 
dei metodi micro-distruttivi) e non necessitano di particolari pretrattamenti del campione. 
In tal modo è possibile ottenere analisi meno affette da errori, in tempi minori e con un 
consumo di campione minimo. Inoltre, dal momento che l’analisi interessa solamente un 
piccolo punto sul campione (il diametro del cratere creato dal laser è dell’ordine delle 
decine di µm), è possibile ottenere informazioni sulla distribuzione elementare sia lungo 
l’intera superficie (scansione spaziale) sia lungo lo spessore del campione (profilo di 
profondità) [58,59]. Tutto ciò si rivela molto utile, ad esempio, nell’analisi delle ossa 
sepolte, dove il profilo spaziale permette di rilevare eventuali segnali di diagenesi. 
 
1.3.1.1. Pretrattamento: rimozione dei tessuti molli 
La rimozione dei tessuti molli dai campioni ossei è una pratica comune, che riveste un 
ruolo fondamentale, e di fatto rappresenta un passaggio imprescindibile, 
indipendentemente dal tipo di analisi a cui verrà sottoposto il campione. Infatti, in tal 
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modo si possono mettere in evidenza gli eventuali traumi nascosti dalla carne oppure 
evitare interferenze nelle analisi della composizione elementare dell’osso. Inoltre questo 
processo permette una migliore conservazione a lungo termine del campione, eliminando 
i problemi legati alla putrefazione dei tessuti (e il conseguente rischio biologico). 
In letteratura, per effettuare questo tipo di operazione sono riportati numerosi metodi [60-
70]. In generale i più comuni sono: sobbollire l’osso in acqua calda, operazione che può 
essere effettuata anche aggiungendo detergenti con o senza enzimi (utili per velocizzare il 
processo) oppure utilizzando candeggina; la rimozione manuale con un bisturi, un coltello 
o delle forbici; la macerazione in acqua o, infine, utilizzando scarabei dermestidi 
(famiglia dei Dermestidae, figura 1.16). Un’ulteriore opzione è quella di lasciare 
decomporre i resti in maniera naturale, operazione svolta solitamente all’interno delle 
cosiddette body farm.  
 
 
Figura 1.16 Pulizia di un teschio di cervo tramite larve di dermestidi. 
 
Nella pratica, in realtà, i metodi che trovano il maggior utilizzo son quelli che prevedono 
la macerazione in acqua, in quanto sono di facile realizzazione e conducono a buoni 
risultati. Naturalmente non si tratti di metodi esenti da difetti. Ad esempio la semplice 
macerazione in acqua, benché sia un metodo molto sicuro che non danneggia il campione, 
richiede tempi molto lunghi che variano dalle settimane ai mesi, e spesso richiede 
comunque la rimozione manuale con un bisturi di piccoli frammenti di tessuto che 
rimangono attaccati all’osso. In questo modo si possono creare dei tagli e graffi sulla 
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superficie che possono essere scambiati come segni lasciati da un trauma, e che quindi in 
sede legale richiedono un’attenta spiegazione. Riscaldare l’acqua, anche senza portarla ad 
ebollizione, aumenta notevolmente la velocità dell’operazione, ma bisogna stare attenti a 
non “cuocere” troppo il campione. In tal caso, infatti, si rischia che l’osso si distorca, 
perché la parte spugnosa tende a diventare molto morbida e assorbente, mascherando o 
rimuovendo i possibili segni dei traumi inferti alla vittima.  
Risultati migliori possono essere ottenuti con l’aggiunta all’acqua di detergenti con 
enzimi, che permettono una più rapida rimozione delle parti lipidiche e del cattivo odore, 
riducendo in maniera notevole i tempi di macerazione (circa 1-3 ore). D’altra parte, gli 
altri componenti del detergente (tensioattivi, agenti complessanti, agenti candeggianti e 
altri additivi) possono causare danni al campione. Effetti di decalcificazione, 
ammorbidimento e trasparenza sono stati notati nelle ossa trattate in questo modo [71-73]. 
Comunque il problema può essere aggirato utilizzando soluzioni contenenti i soli enzimi.  
Invece, per quanto riguarda l’utilizzo della candeggina vi sono numerose opinioni in 
merito [61,66,69,74-76]. Molti preferiscono evitarne l’uso in quanto, se non è 
attentamente controllata, può danneggiare l’osso, e inoltre inibisce l’estrazione del DNA. 
Ciononostante è stato visto [10] che, se utilizzata correttamente, produce ottimi risultati in 
tempi brevi, e permette di recuperare anche le cartilagini e a rimuovere i tessuti da ossa 
delicate (figura 1.17). 
 
 
Figura 1.17 Cassa toracica prima e dopo la rimozione dei tessuti con l’uso di candeggina. I cerchi 
evidenziano i segni di pugnalate (immagini tratte dal rif 10) 
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Naturalmente la scelta del metodo da utilizzare dipende da numerosi fattori, tra cui il tipo 
di analisi a cui successivamente verranno sottoposte, l’estensione della decomposizione e 
i vincoli di tempo associati con le procedure legali.  
Nella tabella seguente sono riassunti i vari metodi utilizzati per la rimozione dei tessuti 
molli, insieme ai relativi vantaggi e svantaggi. 
 
Tabella1.2 Riepilogo dei metodi per la rimozione dei tessuti molli dai campioni ossei, e dei loro vantaggi e svantaggi. 
Metodo Vantaggi Svantaggi 
Rimozione manuale con 
bisturi 
Permette di eliminare 
facilmente grosse quantità 
di tessuto. Capace di 
arrivare in punti difficili 
Può graffiare e danneggiare 
l’osso, creando pseudo-
traumi da spiegare in sede 
giuridica 
Macerazione in acqua Metodo molto sicuro, che 
non danneggia l’osso 
Richiede lunghi tempi 
(settimane/mesi) 
Macerazione in acqua 
calda 
Nettamente più veloce 
della macerazione semplice 
(alcuni giorni, anche se 
dipende dai casi) 
Rischio di cottura eccessiva, 
che danneggia l’osso 
deformandolo 
Macerazione con 
aggiunta di 
detergenti/enzimi 
Processo molto veloce(1-3 
h) e efficiente. Non si 
producono cattivi odori 
I componenti del detergente 
possono danneggiare l’osso 
Macerazione con 
candeggina 
Processo veloce ed 
efficace. Permette il 
recupero delle cartilagini 
Può danneggiare l’osso. 
Inibisce l’estrazione del 
DNA 
Uso di scarabei 
dermestidi 
Processo veloce e efficace, 
permette di ripulire l’osso 
senza immergerlo in acqua 
Richiede particolare 
attenzione e laboratori 
specializzati. Gli insetti 
possono danneggiare l’osso 
se lasciati per troppo tempo 
Decomposizione naturale Si evitano tutti processi 
precedenti con i loro 
relativi svantaggi 
Richiede molto tempo e 
zone specializzate per la 
realizzazione (body farm) 
 
1.3.2 Elementi in tracce e paleonutrizione 
Come già accennato in precedenza, questo lavoro di tesi si focalizza principalmente sugli 
elementi in tracce che possono essere utilizzati come marcatori nelle indagini di tipo 
paleonutrizionale. 
Ogni elemento che si trova nell’organismo umano può essere ricondotto ad una specifica 
classe di alimenti, nella quale tale elemento risulta particolarmente concentrato, 
permettendone una migliore assimilazione. Pertanto, considerando i livelli di 
concentrazione di questi elementi, è possibile risalire alla dieta seguita dall’individuo. 
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Come marcatori alimentari vengono principalmente utilizzati i seguenti elementi in 
tracce: lo stronzio e il magnesio, come indicatori di una dieta prevalentemente 
vegetariana, e lo zinco e il rame, invece, come indicatori di una dieta di tipo proteico.  
Lo stronzio è uno degli elementi più studiati all’interno delle analisi paleonutrizionali. Si 
tratta di un elemento non-essenziale, vale a dire che non prende parte a processi 
metabolici che ne variano e ne controllano la concentrazione, ed è pertanto contenuto 
quasi completamente all’interno delle ossa, avendo proprietà chimiche simili a quelle del 
calcio. Inoltre lo stronzio è scarsamente soggetto a fenomeni diagenetici [77]. È 
particolarmente concentrato nei vegetali a foglia verde, quali spinaci, bietola, rucola, 
cavolfiore e cavoli, che lo assorbono dal terreno attraverso le radici, ma lo si può trovare 
anche in quantità consistenti all’interno di pesci di piccola taglia e molluschi, sia marini 
che di acqua dolce [78-80].  
Lo zinco è invece un importante indicatore degli apporti proteici all’interno di una dieta. 
In questo caso abbiamo a che fare invece con un elemento essenziale, cioè è un elemento 
che prende parte a diversi processi metabolici, e le cui variazioni sono attentamente 
controllate dall’organismo. Questo si traduce in variazioni minori nella sua 
concentrazione ossea al cambiare del tipo di dieta. È contenuto principalmente nei 
legumi, nella carne rossa, nel latte e nei suoi derivati, e anche all’interno di molluschi e 
crostacei di origine marina [81].  
Infine il rame è un elemento correlato ad apporti proteici elevati e deriva principalmente 
dal consumo di frattaglie e di molluschi [82], mentre il magnesio è collegato 
all’assunzione di vegetali, legumi e cereali consumati senza molitura [82]. Inoltre sono 
particolarmente ricchi di magnesio anche il germe di grano, i fiocchi e la farina d’avena, 
il mais, i fagioli, le lenticchie ed alcuni tipi di crostacei [83]. Purtroppo, entrambi questi 
elementi sono spesso soggetti a fenomeni di diagenesi [84]. Anche il bario, che presenta 
proprietà chimiche simili allo stronzio, viene considerato un buon indicatore per una dieta 
di tipo vegetariano [85], e in particolare permette di discriminare gli alimenti di origine 
marina, che presentano alti livelli di stronzio ma sono poveri di bario [86]. 
Altri elementi che vengono comunemente presi in considerazione sono alluminio, ferro, 
manganese, potassio e sodio, che però subiscono fortemente fenomeni di diagenesi, e si 
rivelano pertanto più utili per valutare eventuali cambiamenti post mortem. 
Molto interessante è anche l’analisi del piombo, che, non essendo un elemento di origine 
naturale, deriva principalmente dall’inquinamento di cibi e bevande attraverso l’uso di 
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utensili per cucinare e contenitori per la conservazione, e permette pertanto di ricavare 
utili informazioni sui metodi di preparazione e conservazione dei cibi [87]. 
 
1.3.2.1. Diagenesi 
Affinché analisi elementari producano dei risultati significativi, è necessario che la 
concentrazione degli elementi all’interno dell’osso sia la stessa ante mortem. Ciò 
purtroppo non è sempre vero, a causa di alterazioni post mortem della composizione 
chimica che vanno sotto il nome di effetti diagenetici [88]. 
Secondo Wilson e Pollard [89], la diagenesi è “l’insieme dei processi fisici, chimici e 
biologici che modifica tutti i reperti archeologici sepolti; questi processi modificano le 
proprietà chimiche e/o strutturali originali dell’oggetto in esame e ne decidono il destino, 
in termini di preservazione o distruzione”. Da ciò si capisce come tale fenomeno 
costituisca senza ombra di dubbio il maggior problema legato alle analisi elementari di 
campioni archeologico. Infatti nessun elemento è immune a questo tipo di alterazione, 
anche se taluni ne risultano meno colpiti di altri.  
Le cause legate al fenomeno sono numerose. Principalmente è legato alle condizioni del 
terreno, quali il pH e la temperatura (a pH inferiori di 4 l’idrossiapatite è molto solubile, 
si ha dissoluzione e ricristallizzazione della parte inorganica dell’osso) [90], che 
favoriscono la diffusione e lo scambio di taluni elementi. Inoltre la presenza di artefatti 
metallici o doni di sepoltura costituisce una notevole fonte di inquinamento, e pertanto le 
ossa trovate in vicinanza di certi oggetti metallici non sono idonee per essere utilizzate in 
analisi paleonutrizionali. 
Nessuna analisi di resti archeologici può prescindere da una valutazione della presenza di 
diagenesi e per assicurarsi di ciò esistono vari metodi. Uno dei principali prevede la 
determinazione del rapporto Ca/P, infatti, essendo il calcio uno degli elementi più soggetti 
a diagenesi, se il valore di tale rapporto è contenuto intorno a circa 2.16 [91,92], dà una 
stima del grado di integrità dell’idrossiapatite che compone l’osso. Un altro metodo, 
anch’esso molto utilizzato, consiste nel confrontare i dati ottenuti con quelli provenienti 
da scheletri di animali carnivori ed erbivori risalenti al periodo dei campioni in analisi e 
presenti all’interno dello stesso sito. Questo metodo, detto “correzione con il sito”, 
permette di notare eventuali interferenze negli andamenti dei profili elementari. Se i 
livelli degli elementi non coincidono con i profili teorici (ad esempio lo stronzio nelle 
ossa umane deve trovarsi ad un livello intermedio tra gli animali erbivori e quelli 
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carnivori, riflettendo il carattere onnivoro dell’uomo) allora le informazioni ricavate 
potrebbero essere state oscurate dall’effetto diagenetico [94-95]. 
Ulteriori valutazioni prevedono il confronto con dati provenienti da ossa moderne 
(forniscono un indicazione sulle concentrazioni elementari medie nelle ossa), e lo studio 
del suolo di giacitura (si valutano i possibili scambi ionici tra ossa e terreno circostante). 
Inoltre, può essere opportuno rapportare ogni elemento analizzato con il calcio (scelto 
perché il costituente principale della matrice ossea), in maniera tale da standardizzare i 
dati ed attenuare l’influenza di eventuali contaminanti [94,97,98]. Il rapporto 
elemento/Ca, infatti, presuppone che ad ogni arricchimento o perdita di Ca nell’osso 
corrisponda un arricchimento o una perdita negli altri elementi. In realtà tale condizione 
non è sempre verificata, a causa della predisposizione del calcio alla diagenesi [99], 
specialmente se si considerano i rapporti con gli elementi meno sottoposti all’effetto 
diagenetico.    
Attraverso alcune semplici selezioni e pretrattamenti è possibile, infine, minimizzare le 
variazioni dovute alla diagenesi. Innanzitutto si preferisce utilizzare l’osso compatto 
anziché quello spugnoso, in quanto presenta una superficie esterna minore (punto in cui 
gli effetti diagenetici sono più concentrati), riducendo l’estensione dello scambio con il 
terreno. Si può anche sfruttare la maggiore solubilità dell’osso che ha subito diagenesi 
(condizione non sempre vera, dipende dal tipo di ioni contaminanti), in modo da poterlo 
eliminare con una serie di lavaggi con una soluzione debolmente acida. Tale metodo 
prende il nome di “profilo di solubilità” [100,96], ed è stato in particolar modo sviluppato 
per lo studio dello stronzio. Un esempio di profilo di solubilità tratto dalla letteratura è 
riportato in figura 1.18. 
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Figura 1.18 Profili di solubilità di due scheletri preistorici provenienti dal Sud Africa. Prima del trattamento 
presentavano rapporti Sr/Ca molto alti. Come si vede il valore decresce all’aumentare del numero di 
lavaggi, stabilizzandosi dopo circa 10 lavaggi. Ciò suggerisce che l’alto segnale era dovuto ad effetti 
diagenetici. Un osso moderno, che non è stato sepolto, posto allo stesso trattamento non ha mostrato 
variazioni. (Tratto dal rif 100) 
 
1.3.3. Osso bruciato 
Numerosi eventi possono portare al ritrovamento di resti bruciati. Tra questi sono inclusi 
incidenti aerei o con altri veicoli, esplosioni e incendi oppure catastrofi naturali quali 
terremoti [102]. Anche gli omicidi, i suicidi [103] e le morti accidentali possono 
coinvolgere l’uso del fuoco. Ad esempio, spesso gli assassini bruciano il corpo della 
vittima per nasconderne l’identità e per cancellare le prove presenti sulla scena del 
crimine [104].  
Anche in campo archeologico non è raro ritrovare all’interno degli scavi ossa che 
presentano segni di bruciatura [105,106], cosa che non sorprende considerando che per 
tutto il periodo che va dell’età del bronzo ai primi anni del medioevo la cremazione era la 
principale forma di sepoltura in Europa [107]. 
La cremazione, inoltre, anche in tempi recenti sta diventando una pratica sempre più 
diffusa. Basti pensare che oggigiorno quasi il 100% delle inumazioni in Giappone 
avvengono tramite cremazione, mentre in Europa e negli USA il tasso dei cremati 
raggiunge il 35% circa [108,109].   
Di conseguenza non stupisce il crescente numero di pubblicazioni registrate 
sull’argomento negli ultimi anni. In particolar modo, si cerca di comprendere come la 
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combustione modifichi le proprietà chimico-fisiche dell’osso, al fine di valutare quali 
informazioni possono essere ricavate da campioni di questo tipo e quali tecniche 
permettono di ottenere i risultati migliori. 
I cambiamenti delle ossa che avvengono durante la combustione possono essere suddivisi 
in base alla temperatura raggiunta, e raggruppati in quattro stadi differenti [110,111], 
riassunti nella tabella 1.3. 
 
Tabella 1.3 Riassunto degli stadi di trasformazione di un osso, con relativi cambiamenti, all’aumentare 
della temperatura di combustione. 
Stadio di trasformazione Cambiamenti registrati Range di temperatura 
(°C) 
Disidratazione  Formazione di crepe; 
perdita di peso  
100-300 
 
Decomposizione  
Cambio di colore; perdita di 
peso; cambio della porosità; 
riduzione della resistenza 
meccanica 
 
300-800 
Inversione Aumento della dimensione 
dei cristalli di idrossiapatite 
800-1100 
 
Fusione 
Aumento della resistenza 
meccanica; riduzione delle 
dimensioni dell’osso; 
formazione di nuovi cristalli 
 
800+ 
 
Nel primo di questi stadi, chiamato stadio di disidratazione, i principali cambiamenti, 
come suggerisce il nome stesso, sono dovuti alla perdita di acqua (costituisce circa il 15% 
dell’osso), con conseguente diminuzione del peso del campione e l’eventuale formazione 
di crepe. In questo caso, dato che le modificazioni prodotte sono minime, è possibile 
utilizzare le normali procedure di identificazione dei resti.  
Nel secondo stadio, detto di decomposizione, si ha la degradazione della parte organica 
dell’osso che porta, oltre ad un’ulteriore perdita di peso, a una modifica nelle proprietà 
fisiche dell’osso, tra cui la porosità (la rimozione della parte organica lascia spazi vuoti 
nel reticolo cristallino) e una riduzione delle proprietà meccaniche (legate al collagene 
che compone la parte organica dell’osso). In tal modo, l’osso diventa friabile, e va 
facilmente incontro a fenomeni di frammentazione, che rendono impossibile la 
distinzione fra traumi perimortem e alterazioni termiche postmortem. Altra modifica 
interessante che si ha durante questo stadio è il cambiamento di colore dell’osso. Questo 
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dipende dal livello di calcinazione raggiunto durante la combustione, ed è legato a tre 
fattori principali: la presenza di ossigeno, la durata della combustione e la temperatura del 
fuoco [112,113].  In tabella 1.4 è riportata la variazione di colore  che si ha all’aumentare 
della temperatura [114]. 
 
  Tabella 1.4 Variazioni del colore dell’osso all’aumentare della temperatura di combustione. 
Temperatura (°C) Colore  
170-270 Rosso/arancione 
270-340 Marrone scuro/nero 
340-440 Nero 
440-640 Grigio/marrone 
640-1200 Bianco 
  
Gli ultimi due stadi, infine, riguardano le variazioni legate alla modifica 
dell’idrossiapatite che costituisce la parte inorganica dell’osso. Infatti a partire da 800 °C 
si inizia ad avere la formazione e la fusione di nuovi cristalli, con conseguenti modifiche 
delle caratteristiche fisiche dell’osso (distorsione, cambi nelle dimensioni e nella 
porosità), fino a raggiungere la completa fusione della parte minerale alla temperatura di 
1600 °C [115]. 
Un’ultima variabile, da tenere in considerazione quando si parla di resti bruciati, è la 
presenza di carne sulle ossa durante la combustione. Infatti i tessuti molli possono 
svolgere un importante ruolo di protezione, limitando l’esposizione diretta dell’osso al 
fuoco, riducendone il grado di incenerimento (questo dipende dalla durata della 
combustione). D’altra parte, però, durante la combustione i resti di carne si restringono 
causando all’osso deformazioni, fratture trasversali e altre variazioni irregolari.   
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Capitolo 2 - Parte sperimentale 
 
2.1. Materiali e strumentazione 
 
2.1.1. Materiali  
 
2.1.1.1. Reagenti 
Per la preparazione delle soluzioni standard multielementari usate per la taratura 
dell’ICP-AES, si è partiti da soluzioni madre dei singoli elementi in HNO3 all’1% (Ba, 
Sr, Zn, Ca, Mn) da 1000 ppm Fluka Supelco (Sigma Aldrich, USA). 
Inoltre, sempre per l’ICP- AES, è stata utilizzata una soluzione di germanio da 1 ppm 
come standard interno, preparata a partire da una soluzione madre in HNO3 all’1% da 
1000 ppm, anch’essa della Fluka Supelco (Sigma Aldrich, USA).  
Infine, per la digestione dei campioni, sono state usate una soluzione di acido nitrico 
(HNO3) al 69% Aristar BDH (VWR International, USA), e una soluzione di acqua 
ossigenata (H2O2) al 30% Suprapur (Merck, Germania). 
 
2.1.1.2. Campioni ossa archeologiche 
Nella prima parte dello studio sono stati analizzati tredici campioni di ossa archeologiche. 
In particolare si tratta della porzione corticale del femore di tredici individui diversi 
(figura 2.1).  
Tali resti provengono dal camposanto dell’isola del Lazzaretto Nuovo a Venezia. 
Inizialmente, si riteneva che questa isola fosse destinata unicamente alla funzione di zona 
di quarantena e spurgo per le merci e gli equipaggi provenienti da luoghi privi di patenti 
di sanità. Studi recenti [117], invece, hanno mostrato che la struttura ha svolto anche il 
compito di ospedale per la degenza (e la morte, quasi sempre inevitabile) dei malati di 
peste, per lo meno durante le grandi epidemie del XVI e del XVII secolo. I campioni in 
analisi risalgono, in particolare, alla prima delle due, che colpì la Serenissima nel 1576. 
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Figura 2.1 Foto di alcuni dei campioni archeologici analizzati. In particolare si tratta dei campioni  1, 7 e 
10  
2.1.1.3. Campioni di osso di animale 
Per la seconda parte dello studio, sono stati utilizzati otto ossi di maiale freschi, 
gentilmente forniti dalla ditta Italpork Srl (Chiesina Uzzanese PT, Italia), specializzata 
nella lavorazione delle carni suine. La scelta del maiale è dovuta principalmente, oltre alla 
somiglianza genetica che possiede con l’uomo, al fatto che si tratta di un animale 
onnivoro. Pertanto la composizione elementare dell’osso rappresenta una tipologia di 
dieta più varia, e di conseguenza più simile a quella dell’uomo rispetto, ad esempio, a 
quella di un animale erbivoro. 
Per le analisi è stata utilizzata l’epifisi dell’omero dell’animale (vedi figura 2.2), in 
quanto si tratta della parte dell’osso meno soggetta al processo di rimodellamento, e di 
conseguenza presenta una distribuzione elementare più omogenea[49]. Tale parte è stata 
suddivisa in tre porzioni di dimensioni approssimativamente simili, successivamente 
pulite con un bisturi, raschiando via i residui di carne e il midollo nella parte interna 
dell’osso.  
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Figura 2.2 Omero di maiale. La parte tra le righe tratteggiate è l’epifisi, la parte usata per le analisi 
Ogni pezzo è stato poi etichettato con un numero progressivo da 1 a 8, che indica l’osso 
di provenienza, e una lettera (A,B,C) indicativa del trattamento a cui l’osso è stato 
sottoposto col seguente significato (vedi paragrafo 2.2.2.1.): 
• A = Nessun trattamento 
• B = Bollitura dell’osso 
• C = Combustione dell’osso 
Tutti i campioni prima dell’analisi sono stati conservati a -20°C, in modo da prevenirne il 
deterioramento. 
 
2.1.2. Strumentazione  
 
2.1.2.1. Forno a microonde 
Per la digestione dei campioni si è utilizzato un forno a microonde, modello Start D 
Microwave Digestion System prodotto dalla Milestone Srl (Sorisole BG, Italia).  
 
 
2.1.2.2. LIBS 
Lo strumento LIBS utilizzato per le analisi (figura 2.3) è il Mobile Double-Pulse 
instrument (Modì) sviluppato dal gruppo di spettroscopia laser applicata del CNR di Pisa 
in collaborazione con la Marwan Technology Srl (Pisa, Italia). 
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Figura 2.3 Lo strumento Modì utilizzato per le analisi LIBS 
Modì è equipaggiato con un laser Q-Switched (Nd-YAG, λ = 1064 nm) a doppio impulso, 
in grado di fornire due impulsi collineari con un energia per impulso variabile fino ad un 
massimo di 60 mJ in 8 ns ad una frequenza massima di ripetizione di 10 Hz. Il ritardo tra i 
due impulsi può essere regolato da 0 µs (configurazione a singolo impulso) fino a 60 µs. 
I due raggi laser vengono focalizzati sulla superficie del campione attraverso una lente di 
10 cm di focale.  
La radiazione emessa dal plasma viene raccolta attraverso una fibra ottica di biossido di 
silicio amorfo (SiO2), trattato per migliorarne la trasmissione nell’ultravioletto. 
L’acquisizione del segnale viene poi realizzata con uno spettrometro a doppio canale 
della Avantes (AvaSpec Dual-channel Fiber Optic Spectrometers), in grado di coprire 
contemporaneamente l’intervallo spettrale compreso tra 190 e 415 nm (risoluzione 0.1 
nm) e tra 390 e 900 cm (risoluzione 0.3 nm).  
Le analisi vengono effettuate all’interno della camera sperimentale dello strumento, dove 
il campione viene posto su un supporto con movimentazione lungo i tre assi regolabile da 
remoto con motorini passo-passo. Per visualizzare e focalizzare al meglio la zona in cui 
compiere la misura (evidenziata da un puntatore a diodo collineare con i fasci principali) 
viene utilizzata una piccola telecamera, che permette di monitorare la zona di interazione 
laser-campione. 
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Gli spettri dei campioni analizzati sono stati acquisiti utilizzando un energia del laser di 
60 mJ per impulso, con intervallo di separazione tra i due impulsi di 1 µs, un ritardo 
nell’acquisizione di 2 µs dopo il secondo impulso e un tempo di integrazione di 2 ms. 
  
2.1.2.3. ICP-AES 
Per le analisi ICP è stato utilizzato uno strumento Varian 720 ES ICP-OES con 
autocampionatore SPS-3 Autosampler della Varian Inc (USA). 
Lo strumento è dotato di una torcia ICP in quarzo posizionata in geometria assiale, che 
permette di migliorare la sensibilità dello strumento di circa un fattore 5-10. Il plasma è 
generato e mantenuto facendo fluire attraverso la torcia argon con un flusso di 15 l/min, e 
applicando una potenza 1.20 kW attraverso il generatore di radiofrequenza. Il campione 
viene introdotto all’interno del plasma da un nebulizzatore Seaspray con flusso costante 
di 0.75 l/min, passando prima attraverso una camera di nebulizzazione ciclonica. 
Come sistema di rivelazione lo strumento utilizza un detector CCD, mantenuto alla 
temperatura di   -35 °C per ridurre il rumore termico, che permette di coprire un range di 
lunghezze d’onda che va dai 170 a 780 nm (risoluzione 0,01 nm).  
La radiazione emessa di ogni campione viene acquisita per un tempo di 15 s, e ogni 
misura è ripetuta per un totale di tre replicati. Per ogni elemento, inoltre, vengono raccolte 
le intensità di emissione di due diverse righe (tabella 2.1), in modo da verificare 
l’eventuale presenza di interferenze spettrali, in quanto due righe di emissione di uno 
stesso elemento forniscono la medesima informazione. Le lunghezze d’onda selezionate 
sono quelle consigliate dal produttore dello strumento. 
Il sistema prevede inoltre l’inserimento in linea insieme al campione, di una soluzione 
standard di germanio da 1 ppm. La riga di emissione di quest’ultimo viene utilizzata 
automaticamente dal programma dello strumento per correggere eventuali fluttuazioni del 
plasma. 
Tabella 2.1 Righe di emissione selezionate per ciascun elemento nelle analisi ICP-AES 
Elemento λ1 (nm) λ2 (nm) 
Ca 393.366 396.847 
Mg 279.553 280.270 
Ba 455.403 493.408 
Sr 407.771 421.552 
Zn 202.548 213.857 
Cu 324.754 327.395 
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I parametri strumentali utilizzati nelle analisi sopra riportati, sono riassunti nella tabella 
sottostante.  
 
Tabella 2.2 Parametri strumentali ICP-AES utilizzati durante le analisi 
Potenza 1.20 Kw 
Flusso del gas del plasma (Ar) 15 l/min 
Flusso ausiliario (Ar) 1.50 l/min 
Flusso del nebulizzatore 0.75 l/min 
Tempo di lettura del replicato 15 s 
N° di replicati 3 
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2.2. Procedure analitiche 
 
2.2.1. Campioni archeologici 
 
2.2.1.1. Analisi LIBS 
Le analisi LIBS dei campioni archeologici sono state effettuate su frammenti prelevati 
dall’interno dell’osso. I campioni, come già detto in precedenza, non hanno necessitato di 
alcun pretrattamento o particolare tipo di preparazione. 
Nelle analisi sono stati campionati quattro punti per ciascun osso, in modo da compensare 
le eventuali differenze nella distribuzione elementare dovute alla non omogeneità del 
campione. In ciascun punto sono stati realizzati prima 5 colpi di pulitura, e 
successivamente sono stati acquisiti 25 spettri (uno spettro per ogni colpo), per un totale 
di 100 spettri per ciascun punto. 
Gli spettri così ottenuti, sono poi stati analizzati utilizzando LIBS ++, un software 
sviluppato presso il Laboratorio di Spettroscopia Laser applicata del CNR di Pisa per 
l’interpretazione e l’analisi degli spettri LIBS. 
Per ciascun elemento è stata selezionata una riga di emissione. La scelta è ricaduta sui 
picchi che presentavano il miglior rapporto segnale/rumore, evitando di selezionare righe 
autoassorbite (in particolare per gli elementi a maggiore concentrazione). Per il calcio 
invece, per motivi che vedremo in seguito sono state scelte due righe con diverso stato di 
ionizzazione. 
Le lunghezze d’onda relative a ciascuna riga sono riportate in tabella 2.3.  
 
Tabella 2.3 Righe di emissione selezionate nelle analisi LIBS dei campioni archeologici. a) Notazione 
spettroscopica. 
Elemento  λ (nm) Stato di ionizzazionea 
Mg 383.876 I 
Sr 407.771 II 
Ba 455.403 II 
Zn 636.234 I 
Ca 534.907 I 
Ca 370.706 II 
Cu 324.754 I 
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2.2.1.2. Analisi ICP-AES 
Per sottoporre le ossa ad un’analisi ICP-AES, dal momento che si tratta di campioni 
solidi, è stato necessario solubilizzarli con un processo di digestione.  
Per far ciò sono stati campionati circa 0.5 g di osso nei pressi dei punti analizzati con la 
LIBS, in modo tale da attenuare le differenze dovute alla non omogeneità intrinseca del 
campione. 
I campioni sono stati posti in un contenitore di PTFE, a cui poi sono stati aggiunti 8 mL 
di HNO3 al 69% e 2 mL di H2O2 al 30 %. I campioni, quindi, sono stati lasciati a reagire a 
temperatura ambiente per circa 4 ore. Dopodiché i contenitori sono stati posti in un 
digestore a microonde con il seguente ciclo termico: 10 minuti di riscaldamento da 
temperatura ambiente fino a 200°C, 20 minuti a 200°C. Il contenuto, infine, una volta 
raffreddato, è stato trasferito in matracci da 50 mL, e portato a volume con una soluzione 
di HNO3 all’1%.  
Le soluzioni così ottenute, infine, sono state diluite 1:10 (la diluizione è necessaria per 
evitare la saturazione del segnale) e analizzate utilizzando i parametri strumentali riportati 
in (paragrafo 2.1.2.3.) per i seguenti elementi: Zn, Cu, Ba, Mg e Sr.  
 
2.2.2. Campioni di osso animale 
 
2.2.2.1. Preparazione dei campioni 
Le tre parti in cui sono stati suddivisi  gli ossi di maiale, come già accennato in 
precedenza, sono state trattate in tre modi diversi, in modo da simulare le modifiche che 
può subire l’osso in situazioni comuni. 
La parte indicata con la lettera A, non ha subito alcun trattamento, ed è stata utilizzata 
come campione di riferimento per le analisi successive. 
La parte B, invece, è stata sottoposta ad un processo di macerazione in acqua calda, 
tecnica che, come già descritto in precedenza, viene utilizzata nei laboratori per 
rimuovere i tessuti molli dall’osso, al fine di evitare interferenze nelle analisi e 
migliorarne la conservazione. Per questo scopo, i pezzi d’osso sono stati immersi in acqua 
deionizzata all’interno di un beaker, e lasciati sobbollire all’interno di un bagno 
termostatato ad 80 °C per circa 3 ore. Per la procedura, in realtà, non esiste un protocollo 
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standard, e le temperature e i tempi vengono valutati empiricamente di caso in caso, in 
modo da ottenere la rimozione completa dei tessuti, evitando di far arrivare l’acqua ad 
ebollizione).  
L’ultima parte, quella etichettata con la lettera C, infine, è stata sottoposta ad un processo 
di combustione. In questo caso, l’obbiettivo era quello di riprodurre campioni d’osso 
bruciato che fossero simili il più possibile a quelli che possono essere comunemente 
rinvenuti in taluni casi. In particolare, l’idea dell’esperimento era quella di emulare 
l’eventuale combustione di un cadavere, realizzata al fine di nascondere l’identità della 
vittima e distruggere le prove del reato. Tale pratica è frequente nei casi di omicidio, 
pertanto nell’ambito forense non è difficile incontrare situazioni del genere. Per far ciò, i 
pezzi d’osso sono stati ricoperti con una striscia di carne e una di tessuto, e poi messi a 
bruciare in un contenitore metallico, accendendo e alimentando il fuoco con legna e carta. 
Il tempo di combustione è stato valutato considerando come punto finale la rimozione 
completa dall’osso di carne e tessuto, e il tutto ha richiesto circa 20 minuti di tempo. La 
temperatura di combustione è stata stimata approssimativamente intorno ai 400 °C, sulla 
base del colore assunto dall’osso (vedi paragrafo1.3.3.).  
In figura 2.4 è riportata una foto dei tre pezzi di uno dei campioni, che mostra come 
appare l’osso non trattato (A),  bollito (B) e bruciato (C). 
 
 
Figura 2.3 Osso di maiale nei tre casi: fresco (A), bollito (B) e bruciato (C) 
 
2.2.2.2. Analisi LIBS 
Le analisi dei campioni animali avvengono in maniera analoga a quelle dei campioni 
archeologici con le seguenti eccezioni: sono stati campionati 3 punti per ciascun osso, e in 
ciascun punto sono stati effettuati 30 colpi laser in totale, 5 di pulitura e 25 di 
acquisizione. In questo caso ogni spettro acquisito è la media di cinque colpi consecutivi. 
A B 
C 
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La scelta delle righe di emissione è avvenuta in modo analogo a come riportato nel 
paragrafo 2.2.1.1., scegliendo in questo caso alcune lunghezze d’onda diverse (tabella 
2.4), sempre per ottimizzare il rapporto segnale/rumore. 
 
Tabella 2.4 Righe di emissione selezionate nelle analisi LIBS dei campioni moderni 
Elemento  λ (nm) Stato di ionizzazione 
Mg 285.213 I 
Sr 407.771 II 
Ba 455.403 II 
Zn 636.234 I 
Ca 487.813 I 
Ca 370.706 II 
 
2.2.2.3. Analisi ICP-AES 
Per l’analisi ICP-AES delle ossa moderne, lo procedura seguita è la stessa utilizzata nel 
caso precedente e riportata nel paragrafo Y. L’unica differenza tra i due procedimenti 
risiede negli elementi ricercati, a cui, rispetto alle altre analisi, è stato aggiunto il calcio. 
In questo caso, inoltre, è stato necessario prestare particolare attenzione alla diluizione dei 
campioni. Infatti, a differenza del caso precedente, una diluizione 1:10 risultava essere 
troppo bassa per poter determinare il calcio, presente in concentrazione molto elevata 
come era logico aspettarsi, e al contempo troppo elevata per la determinazione del bario, 
presente invece in quantità molto basse. Pertanto i campioni sono stati analizzati più volte 
con diversi livelli di diluizione, in particolare: 
• diluizione 1:100 per la determinazione del calcio; 
• diluizione 1:10 per la determinazione di stronzio, magnesio e zinco; 
• nessuna diluizione per la determinazione del bario. 
 
2.3. Rette di taratura 
 
Le rette di taratura per l’ICP-AES sono state costruite analizzando cinque soluzioni 
standard multielementari a differente concentrazione, preparate a partire da soluzioni dei 
singoli elementi da 50 ppm. Quest’ultime sono state ottenute diluendo 2.5 mL delle 
soluzioni madre citate nel paragrafo 2.1.1.1. in un volume totale di 50 mL. 
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Non conoscendo la composizione dell’osso a priori, e dovendo determinare sia 
componenti maggioritarie che elementi in tracce, è stato scelto di mantenere le 
concentrazioni dei singoli elementi nella calibrazione il più simili possibile,  aggiustando, 
invece, la diluizione del campione, anche per evitare effetti di saturazione del segnale per 
gli elementi più concentrati.    
 
2.3.1. Ossa archeologiche 
Le soluzioni standard utilizzate per la calibrazione delle ossa archeologiche sono state 
preparate con la seguente composizione: 
• Zn, Sr e Mg con concentrazioni di 0.5, 1, 5, 10 e 20 ppm; 
• Ba, Cu con concentrazioni di 0.1, 0.5, 1, 5, 10 ppm.    
Inoltre, come primo punto della retta è stato analizzato un bianco, preparato 
sottoponendolo alla procedura di digestione riportata nel paragrafo 2. 
La retta è stata costruita riportando in grafico il valore l’area integrata (media dei tre 
replicati) dei picchi di emissione scelti per l’elemento rispetto alla concentrazione, e per 
ciascuna retta è stato calcolato il coefficiente R2. Il tutto è stato eseguito in automatico dal 
programma dello strumento. Le equazioni delle rette insieme ai valori di R2 sono riportati 
in tabella 2.5.   
 
Tabella 2.5 Rette di taratura per l’analisi ICP-AES delle ossa archeologiche 
Elemento λ (nm) Retta di taratura R2 
Sr 421.552 y = 2499615 x + 89888.2 0.999 
Zn 202.548 y = 29328.68 x + 3773.2 0.999 
Mg 279.553 y = 602031.813 x + 71045.5 0.999 
Ba 455.403 y = 1351008 x + 79854.469 0.999 
Cu 324.754 y = 33938.559 x + 255.7 0.999 
 
Come si vede i coefficienti di correlazione sono tutti maggiori di 0.99, indice dell’ottima 
linearità della risposta nell’intervallo di concentrazioni scelto. Per ogni elemento è stata 
scelta la lunghezza d’onda relativa alla retta con il valore di R2 più elevato. 
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2.3.2. Ossi di animale 
Nel caso degli ossi animali, le soluzioni standard utilizzate hanno una composizione quasi 
identica al caso precedente, eccezione fatta per la presenza del calcio. Pertanto in questo 
caso le soluzioni sono composte in questo modo: 
• Ca, Zn, Sr e Mg con concentrazioni di 0.5, 1, 5, 10 e 20 ppm; 
• Ba con concentrazioni di 0.1, 0.5, 1, 5, 10 ppm.    
Anche in questo caso, come primo punto della retta è stato utilizzato un bianco sottoposto 
alla stessa procedura di preparazione dei campioni. 
La retta infine è stata costruita in modo analogo al caso precedente, determinando anche 
in questo caso i valori del coefficiente di correlazione R2. Le equazioni delle rette e i 
valori di R2 sono riportati in tabella 2.6.   
 
Tabella 6 Rette di taratura per l’analisi ICP-AES delle ossa di animale 
Elemento λ (nm) Retta di taratura R2 
Sr 421.552 y = 2248063 x + 7666.171 0.999 
Zn 213.857 y = 31019.48 x - 170.5 0.999 
Mg 280.270 y = 162833.906 x + 32509.4 0.999 
Ba 493.408 y = 1472473 x + 22557.4 0.999 
Ca 393.366 y = 1327878 x + 325602.1 0.999 
 
Anche in questo caso i coefficienti di correlazione sono tutti maggiori di 0.99. Per ogni 
elemento è stata scelta la lunghezza d’onda relativa alla retta con il valore di R2 più 
elevato. 
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Capitolo 3 - Analisi dei campioni archeologici 
 
Lo scopo di questa prima parte dello studio è quello di verificare l’applicabilità della 
tecnica LIBS a matrici di tipo osseo. A tale scopo la tecnica ICP-AES è stata utilizzata 
come metodo di calibrazione e validazione dei risultati LIBS, in modo da verificare la 
congruenza dei dati forniti dalle due procedure analitiche. 
 
3.1. Risultati  
Per lo studio dei campioni archeologici è stata considerata l’intensità dei picchi 
selezionati nello spettro LIBS (figura 3.1), calcolata come integrale delle righe di 
emissione. 
 
 
Figura 3.1 Uno degli spettri LIBS acquisiti per il campione 1. Sullo spettro sono segnati i picchi scelti per 
l’integrazione. 
In tabella 3.1 sono riportati i valori medi degli integrali, in unità arbitrarie, (100 spettri 
totali divisi in 4 punti) dei picchi di ogni elemento per ciascun campione. Gli errori sono 
stati calcolati come metà della differenza tra il punto con il valore massimo e quello con il 
valore minimo. 
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Tabella 3.1 Valori degli integrali LIBS in unità arbitrarie per tutti gli elementi. A destra di ogni elemento è 
riportato il relativo errore. 
Campione Sr err Zn err Cu err CaI err Ba err Mg err 
1 4665 500 10974 1000 55 7 15872 1700 44,3 5 608 77 
2 5930 1000 10239 1000 97 13 14432 2500 50,7 9 617 86 
3 5992 700 10792 500 100 6 15530 1700 104 11 846 54 
4 5702 600 9819 1000 121 21 14516 4000 98,4 25 876 151 
5 7383 1000 6422 1000 122 11 10682 1100 169,7 17 1640 148 
6 6248 2000 9546 1200 96 22 14419 3000 66,9 13 673 151 
7 3942 500 7009 600 103 12 11258 1000 69,1 8 739 89 
8 8064 1400 9991 1400 65 8 15420 2000 125 19 1641 197 
9 5390 200 10333 900 99 12 15056 500 70,9 2 846 105 
10 4688 500 9105 900 29 4 13549 1300 56,4 6 862 122 
11 4947 1000 8173 1400 62 14 12330 2100 63,3 11 672 152 
12 5370 600 10269 1400 137 28 15328 2200 69,7 10 736 150 
13 5935 800 9388 500 134 12 14304 2200 95,9 15 1042 97 
 
Le analisi ICP-AES a differenza di quelle LIBS, portano direttamente a un risultato di 
tipo quantitativo. Le concentrazioni dei vari elementi (media dei tre replicati fatti dallo 
strumento) e le relative deviazioni standard ottenute per tutti i campioni sono riportate in 
tabella 3.2. 
 
Tabella 3.2 Concentrazioni elementari dei campioni archeologici ottenute tramite analisi ICP-AES. Tutte 
le concentrazioni sono in mg/kg. Nella colonna a destra di ogni elemento è riportata la relativa deviazione 
standard. 
Campione Sr Sd Zn sd Cu sd Ba sd Mg Sd 
1 162 8 120 8 38.1 0.2 23.2 0.3 1194 32 
2 188 4 108 9 43.5 0.2 23.6 0.2 1149 46 
3 197 4 130 11 51.4 0.1 58 1 1473 77 
4 160 9 130 10 41 0.2 33.1 0.3 1278 59 
5 358 4 200 15 70 0.1 118 3 2377 251 
6 236 4 130 11 29.8 0.2 40.7 0.6 1334 71 
7 129 6 115 8 44.7 0.1 28 1 1528 69 
8 321 7 122 9 36.6 0.1 71 1 2451 198 
9 193 3 170 14 23.2 0.2 48.7 0.8 1472 98 
10 176 3 130 13 17.6 0.2 40.8 0.6 1467 103 
11 190 10 107 8 14.4 0.2 38.2 0.4 1434 65 
12 158 8 200 15 23.4 0.2 30.35 0.06 1208 31 
13 242 3 164 12 70.5 0.3 56.6 0.8 1780 98 
  
 58 
3.1.1. Confronto risultati LIBS e ICP-AES 
I valori riportati in tabella 3.1 sono espressi in unità arbitrarie. Per riportare questi dati in 
concentrazioni in peso (mg/kg) sarebbe necessario costruire delle curve di taratura (una 
per ogni elemento) acquisendo nelle stesse condizioni sperimentali degli spettri LIBS su 
campioni noti, in maniera analoga a quanto fatto per la calibrazione delle misure ICP-
AES. Non avendo a disposizione dei materiali standard di matrice paragonabile alle ossa 
da analizzare, per riportare i risultati LIBS su una scala assoluta di concentrazioni sono 
stati utilizzati i risultati ottenuti mediante ICP-AES su un campione (n.1) scelto 
arbitrariamente tra i 13 analizzati.  
Assumendo che: 
a) le concentrazioni ottenute con l’ICP-AES sul campione 1 siano sufficientemente 
precise per essere considerate come valore di riferimento (Sr 160 ±20  mg/kg, Zn 120 
±20 mg/kg, Cu 38 ±0.5 mg/kg, Ba 23 ±0.7 mg/kg, Mg 1200 ±80 mg/kg);  
b) che i segnali LIBS per ogni elemento e per tutti i 13 campioni siano proporzionali, 
attraverso un fattore costante, alle rispettive concentrazioni elementari 
si può convertire in concentrazione l’intensità media dei segnali ottenuti con la LIBS. In 
questo modo i dati LIBS si possono confrontare con quelli ICP-AES sulla stessa scala, in 
unità di concentrazioni in peso (mg/kg). 
Nelle figure 3.2 e 3.3, innanzitutto, sono stati riportati in grafico gli andamenti del bario e 
del magnesio ottenuti con entrambe le tecniche. Tale grafico viene utilizzato come 
metodo di visualizzazione dei dati, al fine di valutare l’andamento generale dei risultati. 
Come si vede, l’andamento dei risultati LIBS è in ottimo accordo qualitativo e in buon 
accordo quantitativo con quello dell’ICP-AES. 
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Figura 3.2 Risultati del bario per tutti i campioni misurati con la LIBS (quadrati bianchi) e l’ICP-AES 
(quadrati rossi). 
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Figura 3.3 Risultati del magnesio per tutti i campioni misurati con la LIBS (quadrati bianchi) e l’ICP-AES 
(quadrati rossi). 
Con il rame, invece, l’accordo è meno soddisfacente. Infatti, come si vede dalla figura 
3.4, in questo caso in alcuni punti si hanno notevoli scostamenti tra le due tecniche. Ciò, 
può essere riconducibile principalmente alla difficoltà dell’ICP-AES nel determinare 
questo elemento all’interno delle matrici ossee [116], dovute alle numerose interferenze 
spettrali causate in particolare modo dal calcio.  
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Figura 3.4 Risultati del rame per tutti i campioni misurati con la LIBS (quadrati bianchi) e l’ICP-AES 
(quadrati rossi). 
In figura 3.4 sono riportati gli andamenti per il rapporto zinco/stronzio, il più importante a 
livello paleonutrizionale. Come si vede, anche in questo caso vi è un ottimo accordo 
qualitativo tra le due tecniche. L’unica forte differenza si registra per il campione 5, che 
però può forse essere ricondotta alla non omogeneità del campione. 
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Figura 3.4 Rapporto Zinco/Stronzio per tutti i campioni misurato con la LIBS (quadrati bianchi) e l’ICP-
AES (quadrati neri) 
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Infine sono stati confrontati gli andamenti per i rapporti Ba/Ca e Sr/Ca ottenuti con la 
tecnica LIBS. La ragione di tale confronto è che il bario e lo stronzio, essendo molto 
simili da un punto di vista chimico e funzionando entrambi da indicatori di una dieta 
vegetariana, si suppone abbiano approssimativamente lo stesso tipo di comportamento per 
i vari campioni. 
Questo è confermato dai dati sperimentali che, come si vede in figura 3.5, mostrano per 
entrambi gli elementi un andamento praticamente identico.  
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Figura 3.5 Confronto dei rapporti stronzio/Ca e bario/Ca misurati con la tecnica LIBS 
Quindi, sulla base di quanto appena detto, in conclusione si può affermare che, entro i 
limiti degli errori sperimentali, le due tecniche forniscono risultati molto simili tra loro.  
   
3.1.1.1. Informazioni paleonutrizionali 
Dalle misure appena presentate è possibile dedurre alcune informazioni relative alla dieta 
degli individui a cui appartengono le ossa. Infatti, dalla figura 4, entrambe le tecniche 
sono d’accordo nel dire che il campione 12 presenta un elevato rapporto Zn/Sr, indice di 
una dieta ricca di proteine, mentre i campioni 5 e 8, mostrando bassi valori del rapporto, 
indicano la possibilità di una dieta vegetariana. Considerando il periodo storico a cui 
risalgono i campioni, il consumo di carne era principalmente prerogativa delle persone 
facoltose. Si può quindi azzardare l’ipotesi che l’osso costituente il campione 12 
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appartenesse ad un individuo di un’alta classe sociale, mentre gli altri due provenivano da 
classi meno abbienti. 
Tali supposizioni sono ulteriormente confermate dai dati relativi al bario e al magnesio. 
Infatti, come si vede da figura 5 e 6, i più alti valori di questi elementi sono proprio in 
corrispondenza dei campioni 5 e 8, in accordo con quanto detto per il rapporto Zn/Sr. In 
realtà bisogna fare attenzione, in quanto stronzio e magnesio possono essere legati anche 
all’ampio consumo di prodotti ittici, oltre che vegetali, molto diffusi anch’essi presso le 
classi povere. Da questo punto di vista è utile valutare il rapporto Sr/Ba, che fornisce un 
indicazione sul consumo di prodotti ittici, dal momento che in questi ultimi il bario è 
scarsamente presente [86]. In questo caso, il campione 5 ha un valore di tale rapporto 
inferiore rispetto al campione 8, segno che la dieta dell’individuo a cui apparteneva 
quest’ultimo comprendeva una maggiore quantità di pesce.  
In realtà, per una valutazione paleonutrizionale corretta e completa sarebbe necessario 
verificare e stimare gli eventuali effetti diagenetici a cui sono stati sottoposti i resti. 
Sfortunatamente, non erano disponibili i campioni del terreno di sepoltura necessari per 
tale scopo, e nemmeno degli ossi di animali con cui poter effettuare la correzione con il 
sito.  
 
 
3.2. Profilo di profondità 
La possibilità di effettuare analisi stratigrafiche analisi è uno dei principali vantaggi dati 
dalla tecnica LIBS rispetto alle metodologie classiche chimico-analitiche, che invece 
forniscono informazioni di volume. 
Tale caratteristica può rivelarsi particolarmente utile nella determinazione degli effetti 
diagenetici. Infatti, considerando che la diagenesi colpisce principalmente la parte 
superficiale dell’osso [100], eventuali variazioni di concentrazione di un elemento tra la 
superficie del campione e il suo interno, sarebbero indicative della presenza di variazioni 
di tipo diagenetico. Quindi per verificare la fattibilità di questa procedura, sui campioni a 
disposizione è stata studiata la possibilità di effettuare un’analisi stratigrafica con la 
tecnica LIBS, procedendo dalla superficie dell’osso e andando in profondità. 
Per questa analisi, considerando l’elevato numero di spettri acquisiti (150 per ciascun 
campione), per ridurre i tempi di elaborazione è stato deciso di non misurare l’integrale 
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per ciascuna delle linee di interesse, ma di calcolare per le righe degli elementi studiati il 
rapporto di intensità:  
�𝐼𝐼(𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑚𝑚𝑒𝑒𝑛𝑛𝑆𝑆𝑖𝑖 )− 𝐼𝐼(𝑏𝑏𝑆𝑆𝑏𝑏𝑘𝑘𝑔𝑔𝑆𝑆𝑖𝑖𝑏𝑏𝑛𝑛𝑏𝑏 )� 𝐼𝐼(𝑏𝑏𝑆𝑆𝑏𝑏𝑘𝑘𝑔𝑔𝑆𝑆𝑖𝑖𝑏𝑏𝑛𝑛𝑏𝑏 )     (3.1) 
 Dove I(elemento) è l’intensità dell’elemento misurata come altezza del picco e I(background) è 
l’intensità del fondo misurata in un punto vicino alla linea in esame. Il risultato di questa 
analisi per lo stronzio, preso come elemento di prova, è riportato in figura 3.6. 
 
Figura 4 Intensità della linea di stronzio a 407.771 nm rispetto al numero di colpi 
Come si vede dal grafico riportato, il segnale dello stronzio diminuisce con il procedere 
dell’ablazione laser all’interno dell’osso. Tuttavia, non risulta chiaro se tale diminuzione 
sia dovuta a una effettiva riduzione della concentrazione dell’elemento oppure alla 
defocalizzazione del raggio laser dovuta all’aumentare della profondità del cratere. Infatti, 
il segnale dello stronzio, fittato con una funzione esponenziale (del tipo y = A + B*e(-Cx)), 
per un elevato numero di colpi dovrebbe raggiungere un valore stabile che rappresenta la 
concentrazione corretta dell’elemento all’interno dell’osso (il parametro A, limite della 
funzione di fit), che in questo caso, come si vede dal grafico, risulta però essere zero. 
Interpretando letteralmente questo risultato, parrebbe che lo stronzio si trovi unicamente 
sulla superficie del campione, ipotesi assai poco realistica anche alla luce dei risultati 
ICP-AES. Quindi, per verificare questo risultato, è stata analizzata stratigraficamente 
direttamente la parte interna dell’osso. Per far ciò, è stato rimosso dall’interno di ciascun 
campione un piccolo frammento e successivamente analizzato, raccogliendo 25 spettri in 
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3 punti differenti per ogni osso. In questo caso, dal momento che la misura è effettuata 
direttamente all’interno dell’osso, non ci si aspetterebbero sostanziali differenze nella 
concentrazione dell’elemento all’aumentare della profondità di analisi. Invece, anche in 
queste condizioni è stata osservata una significativa diminuzione del segnale LIBS. Ciò 
porta a pensare che tale comportamento non dipenda dalla effettiva diminuzione della 
concentrazione dell’elemento, ma che sia legato piuttosto alla progressiva diminuzione 
dell’efficienza dell’ablazione laser all’aumentare della profondità del cratere. 
Come ulteriore verifica, è stato valutato l’andamento della temperatura e della densità 
elettronica del plasma per questo ultimo set di misure, dal momento che l’intensità del 
segnale dipende fortemente da questi due parametri. La temperatura è stata calcolata 
utilizzando il metodo di Saha-Boltzmann (vedi paragrafo 1.1.3.1.) con le linee di calcio 
neutro e ionizzato, mentre per la densità elettronica si è utilizzato l’allargamento Stark 
della linea α della serie di Balmer dell’idrogeno (vedi paragrafo 1.1.3.2.). Entrambi i 
parametri, come si vede dalle figure 3.7 (temperatura) e 3.8 (densità elettronica), 
mostrano una diminuzione al crescere della penetrazione del laser all’interno del 
campione. 
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Figura 3.7 Temperatura del plasma decrescente all’aumentare del numero di colpi 
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Figura 3.8 Densità elettronica del plasma decrescente all’aumentare del numero di colpi 
Inoltre, un’altra conferma è data dal fatto che, a causa della diminuzione della 
temperatura del plasma, l’intensità del segnale per le linee delle specie ioniche subisce 
una riduzione più evidente rispetto a quelle delle specie neutre. Ciò si vede bene nel 
grafico riportato in figura 3.9, dove sono riportati i valori di intensità, rispetto al numero 
di colpi effettuati, per due linee di calcio con diversa ionizzazione.  
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Figura 3.9 Intensità delle linee di calcio neutro (quadrati neri) e ionizzato (quadrato rosso) rispetto al 
numero di colpi 
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Pertanto è possibile concludere che la diminuzione del segnale LIBS non dipende da una 
concentrazione minore dell’elemento in esame al crescere della profondità di analisi, ma 
molto probabilmente è dovuta a un peggioramento dell’interazione laser-osso (che si 
riflette in un plasma più freddo all’aumentare della profondità del cratere). L’effetto di 
riduzione apparente dovuto alla variazione della temperatura e della densità elettronica 
del plasma, quindi risulta, in questo caso, predominante rispetto a quello diagenetico.  
Tutto ciò, naturalmente, non vuol dire che l’analisi stratigrafica con la LIBS sia da 
escludere, ma che si renderebbe necessaria la messa a punto di opportune strategie 
sperimentali specifiche per questo scopo, quali ad esempio una focalizzazione dinamica 
del raggio laser sul fondo del cratere. 
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Capitolo 4 - Analisi dei campioni di osso animale 
 
In questa seconda parte dello studio, sulla base dei promettenti risultati ottenuti con i 
campioni archeologici, si è deciso di impiegare la tecnica LIBS per l’analisi di ossa 
sottoposte a trattamenti termici (bollitura e bruciatura), al fine di valutare gli effetti di 
quest’ultimi sulla composizione elementare del campione. Ciò permette di ottenere due 
informazioni diverse: innanzitutto è possibile valutare se la modifica della matrice, dovuta 
ai diversi trattamenti, influisce in maniera sostanziale sui risultati ottenuti con la LIBS; in 
secondo luogo si può valutare l’eventuale variazione nella composizione elementare 
dovuta a perdite e/o contaminazioni causate per l’appunto da bollitura e combustione. 
 
4.1. Risultati 
Poiché si era interessati a valutare unicamente le variazioni nei rapporti 
elemento/elemento, è stata semplicemente misurata l’intensità delle righe di emissione 
selezionate nello spettro LIBS.  
 
 
Figura 4.1 Spettro LIBS per le parti A (linea nera), B (linea rossa) e C (linea verde) dell’osso 1 
In figura 4.1 sono riportati gli spettri LIBS delle tre parti di uno dei campioni. Come si 
vede i tre spettri possiedono praticamente lo stesso profilo di emissione, e non sono stati 
 68 
notati, in generale, picchi aggiuntivi oppure mancanti. L’intensità dei picchi elementari 
rimane sostanzialmente invariata passando dallo spettro dell’osso non trattato (A) a quello 
bollito (B), mentre si osserva un marcato aumento nel passaggio a quello bruciato (C). 
Tale aumento può essere ricondotto a due cause principali. La prima è l’aumento di 
concentrazione dei vari elementi dovuto alla rimozione della parte organica dell’osso 
(portata in soluzione durante la bollitura oppure carbonizzata nella combustione) o a 
qualche forma di inquinamento. La seconda causa, invece, riguarda l’interazione del laser 
con il campione. Infatti, come detto nel paragrafo 1.1.3, a causa della modifica della 
matrice (perdita di materiale organico), si ha un incremento dell’energia della radiazione 
laser assorbita dalla superficie del campione, che si riflette in un cambiamento dei 
parametri termodinamici del plasma. Il risultato è un’ intensità di emissione maggiore. 
L’effetto risulta ulteriormente accentuato nei campioni bruciati, dove, a causa del colore 
nero assunto da questi ultimi, si ha un maggior assorbimento dell’impulso laser. 
Gli elementi ricercati nell’analisi di questi campioni, sono essenzialmente gli stessi del 
caso precedente, vale a dire zinco, stronzio, magnesio, calcio, bario e rame. Purtroppo, 
per questi ultimi due non vi era all’interno dello spettro alcun picco di emissione 
sufficientemente intenso da poterlo distinguere dal fondo, pertanto non è stato possibile 
determinare la loro presenza tramite LIBS. I valori degli integrali per i picchi degli 
elementi determinabili (media dei tre punti) sono riportati in tabella 4.1. 
 
Tabella 4.1 Valori degli integrali LIBS in unità arbitrarie per tutti gli elementi. A destra di ogni elemento è 
riportato il relativo errore. 
Campione Mg sd Sr sd Zn sd Ca sd 
1 A 471,86 128,84 512.40 164,88 3758,12 2141,25 9759,22 1400 
2 A 602,06 153,98 587.34 118,24 4282,32 2283,01 10470,52 1300 
3 A 467,57 160,39 268.01 117,37 2399,00 1212,70 5920,88 2600 
4 A 737,91 24,32 726.68 137,59 6071,12 937,86 14015,85 2400 
5 A 449,35 29,04 482.46 16,61 2761,00 263,79 6768,47 480 
6 A 809,16 109,63 704.87 99,81 5513,76 986,92 12303,28 2200 
7 A 966,23 222,51 826.67 191,13 4809,42 1086,94 10492,97 2100 
8 A 953,79 114,75 549.81 35,64 5116,50 973,59 11346,91 1500 
1 B 755,91 89,57 784,10 105,21 5717,39 248,16 12089,24 230 
2 B 815,45 99,38 809,51 188,76 4636,24 1070,51 10412,39 2100 
3 B 831,42 149,54 512,65 55,12 5365,42 1059,30 10496,03 140 
4 B 787,00 411,93 576,16 240,21 3103,08 1539,48 7181,93 3100 
5 B 1132,09 141,23 967,71 124,64 5383,49 914,60 11427,34 1700 
6 B 1016,00 181,34 865,29 101,72 5130,53 362,21 11500,47 200 
7 B 907,31 294,83 733,12 136,16 4942,79 2150,04 11013,73 4100 
8 B 1143,84 84,49 755,46 115,17 5763,37 952,55 12058,92 2800 
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1 C 1476,84 351,87 1123,42 214,24 9616,48 2493,06 22021,93 5000 
2 C 1575,33 111,16 1159,24 109,45 9038,06 716,12 20282,96 1300 
3 C 1587,00 129,22 762,40 94,44 8451,34 2024,31 17997,26 3300 
4 C 1983,04 441,85 1313,97 282,20 10417,59 2148,83 22187,82 4600 
5 C 1711,64 368,43 1245,01 230,49 8546,10 1011,41 18289,52 2200 
6 C 1923,65 190,55 1263,35 206,08 8884,97 628,11 19336,23 2000 
7 C 2239,54 369,84 1307,83 187,98 8518,54 817,37 18634,39 1700 
8 C 1902,25 84,49 979,72 115,17 7464,30 952,55 15175,36 2800 
 
I valori riportati in tabella sono, come nel caso delle ossa archeologiche, in unità 
arbitrarie. Per riportare questi dati in concentrazioni in peso (mg/kg) è stata nuovamente 
utilizzata la calibrazione con la tecnica ICP-AES. In questo caso, però, l’analisi si è 
limitata a due ossi (in totale sei campioni), scelti arbitrariamente tra quelli a disposizione. 
 
Tabella 4.2 Concentrazioni elementari degli ossi moderni 1 e 7 (tutte e tre le parti) ottenute tramite analisi 
ICP-AES. Le concentrazioni sono in mg/kg. Nella colonna a destra di ogni elemento è riportata la relativa 
deviazione standard. 
Campione Mg sd Sr sd Zn sd Ca sd Ba sd 
1 A 3612 60 80 9 228 10 233514 9000 1.64 0.02 
1 B 3446 60 76 8 197 10 204270 7000 4.40 0.07 
1 C 5397 20 123 7 259 10 336800 7000 4.60 0.05 
7 A 3775 60 71 8 236 20 226907 8000 1.41 0.01 
7 B 3923 50 76 8 223 10 232326 8000 1.98 0.02 
7 C 5939 30 129 10 306 20 353149 11000 3.30 0.01 
 
Nelle figure da 4.2 a 4.5 sono riportati rispettivamente i risultati relativi alla 
concentrazione di magnesio, zinco, stronzio e calcio nei 24 campioni considerati, 
utilizzando come concentrazioni di riferimento i valori ottenuti tramite ICP-AES su uno 
dei sei campioni (1B) riportati in Tabella 4.2.  
Come si vede dai grafici, dopo la normalizzazione i risultati delle due tecniche sono 
perfettamente in linea l’uno con l’altro. Inoltre, per entrambe le tecniche, come già 
discusso in precedenza, si nota un aumento di concentrazione analogo per i campioni 
bruciati.  
Pertanto sulla base di questi risultati è possibile concludere che, nonostante le modifiche 
alla matrice del campione, la tecnica LIBS è in grado di fornire risultati quantitativi validi 
e coerenti, entro le incertezze sperimentali, con quelli ottenuti tramite analisi ICP-AES.  
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Figura 4.2 Risultati del magnesio per tutti i campioni misurati con la LIBS (simboli pieni) e l’ICP-AES 
(simboli vuoti). 
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0
50
100
150
200
250
300
350
400
Zn
 (m
g/
kg
)
Campione
 A LIBS
 A ICP-OES
 B LIBS
 B ICP-OES
 C LIBS
 C ICP-OES
 
Figura 4.3 Risultati dello zinco per tutti i campioni misurati con la LIBS (simboli pieni) e l’ICP-AES 
(simboli vuoti). 
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Figura 4.4 Risultati dello stronzio per tutti i campioni misurati con la LIBS (simboli pieni) e l’ICP-AES 
(simboli vuoti). 
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Figura 4.5 Risultati del calcio per tutti i campioni misurati con la LIBS (simboli pieni) e l’ICP-AES 
(simboli vuoti). 
Come si vede dai risultati riportati in tabella 4.2, anche i risultati ottenuti con l’ICP-AES 
mostrano un aumento della concentrazione nei campioni d’osso bruciati. Ciò può essere 
ricondotto con buona probabilità alla perdita di peso del campione dovuto alla rimozione 
della parte organica della matrice durante la combustione, piuttosto che alla presenza di 
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una qualche fonte di inquinamento. Questo aspetto verrà approfondito nel paragrafo 
successivo. 
Va sottolineato  che in questo caso è stato possibile in ICP-AES determinare anche la 
concentrazione del bario: la tecnica LIBS non permette di arrivare alla bassa 
concentrazione di questo elemento nei campioni sotto esame.    
 
4.1.1. Analisi dei rapporti elemento/elemento 
Da quanto visto finora, si è giunti alla conclusione che la modifica della matrice dell’osso 
produce una variazione nelle concentrazioni assolute di tutti gli elementi che lo 
compongono. Questo risultato, però, ai fini di un’analisi paleonutrizionale, di per sè, non 
fornisce alcuna informazione di rilievo. Infatti, per poter effettuare una corretta 
interpretazione della composizione elementare di un osso è necessario valutare i rapporti 
elemento/elemento e elemento/Ca. In questo modo i risultati ottenuti possono essere 
confrontati direttamente per valutare una effettiva perdita e/o aumento degli elementi 
sotto esame [99,117]. 
Nelle figure 4.6 e 4.7 sono riportati i rapporti delle concentrazioni di Zn/Mg e Zn/Sr 
ottenuti per tutti i campioni con entrambe le tecniche.  
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Figura 4.6 Rapporto Zinco/Magnesio per tutti i campioni misurato con la LIBS (simboli pieni) e l’ICP-AES 
(simboli vuoti) 
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Figura 4.7 Rapporto Zinco/Stronzio per tutti i campioni misurato con la LIBS (simboli pieni) e l’ICP-AES 
(simboli vuoti) 
Come si vede dai grafici, i rapporti Zn/Sr e Zn/Mg per le tre parti dell’osso, ottenuti 
tramite LIBS, sono ampiamente contenuti all’interno dell’errore sperimentale, e 
perfettamente coerenti, sempre all’interno delle incertezze sperimentali, con i valori dati 
dall’ICP-AES.  
Lo stesse valutazioni poi possono essere fatte considerando i rapporti elemento/Ca. In 
figura 4.8, ad esempio, sono riportati i risultati per il rapporto Mg/Ca. Anche qui si vede 
che i valori ottenuti sono, entro i limiti dell’incertezza sperimentale, in buon accordo tra 
di loro.  
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Figura 4.8 Rapporto Zinco/Magnesio per tutti i campioni misurato con la LIBS (simboli pieni) e l’ICP-AES 
(simboli vuoti) 
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Dai risultati ottenuti si nota che i trattamenti subiti dall’osso, vale a dire la bollitura e la 
combustione, non influiscono sul valore dei rapporti elementari, che rimane invariato 
nonostante l’aumento di concentrazione registrato per i singoli elementi. Ciò conferma 
che tale aumento non dipende da fonti di inquinamento esterno, ma piuttosto dalla 
rimozione della parte organica della matrice, che comporta una perdita di peso del 
campione e di conseguenza l’aumento della concentrazione degli elementi considerati.  
Per verificare questa ultima affermazione, è stata stimata sperimentalmente la perdita di 
peso media dei campioni dovuta alla combustione (circa il 35% sulla base di temperatura 
e tempo di combustione), tramite cui poi sono state corrette le concentrazioni ottenute per 
le ossa bruciate. Come si vede dall’istogramma in figura 4.9, dove sono riportati i risultati 
ottenuti tramite ICP-AES per i campioni A e C, il valore di concentrazione corretto delle 
parti bruciate (barre arancione e verde) è in ottimo accordo con quello dell’osso non 
trattato (barre blu e rossa), a dimostrazione di quanto detto. 
 
 
Figura 4.9 Valori di concentrazione degli elementi determinati per i campioni A e C tramite ICP-AES 
Nel caso delle misure LIBS, l’incremento di intesità dello spettro dopo la bruciatura 
risulta leggermente superiore rispetto a quello determinato sperimentalmente dalla perdita 
di peso; in questo caso evidentemente gioca un ruolo anche la variazione delle proprietà 
fisiche della superficie che dopo la bruciatura si annerisce, favorendo l’assorbimento della 
radiazione laser ed il conseguente incremento del segnale spettrale. 
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Conclusioni 
Lo studio effettuato durante questo lavoro di tesi aveva due scopi principali: 
• Verificare l’applicabilità della tecnica LIBS per l’analisi paleonutrizionale di 
campioni ossei; 
• Valutare l’eventuale perturbazione dei risultati delle analisi causati da trattamenti 
termici a cui può essere sottoposto un osso. 
Per rispondere al primo dei due quesiti, è stata realizzata un’analisi paleonutrizionale 
tramite la tecnica LIBS su tredici ossa archeologiche, provenienti da una fossa comune 
del XVI secolo situata sull’Isola del Lazzaretto Nuovo (Venezia). I risultati ottenuti sono 
poi stati validati attraverso il confronto con le misure ricavate tramite analisi ICP-AES dei 
medesimi campioni. 
Lo studio si è focalizzato sulla determinazione di cinque elementi in particolare, vale a 
dire zinco, rame, stronzio, bario e magnesio, che costituiscono i principali marcatori 
alimentari utilizzati nella distinzione tra dieta di tipo proteico (Zn e Cu) e di tipo 
vegetariano (Sr, Ba e Mg). I risultati ottenuti hanno mostrato per tutti gli elementi studiati 
un ottimo accordo tra le misure LIBS e quelle ICP-AES. L’unica eccezione è relativa al 
rame, dove i risultati tra le due tecniche a volte non concordano. Ciò, sulla base di dati di 
letteratura [2], può essere imputato alla difficolta dell’ICP-AES nel determinare tale 
elemento, a causa delle numerose interferenze spettrali dovute essenzialmente al calcio, 
componente principale della matrice ossea. 
Inoltre, sulla base dei risultati ottenuti è stato possibile dedurre alcune informazioni sulle 
abitudini alimentari degli individui a cui appartenevano le ossa. In particolare: 
• Il campione 12 presenta un elevato rapporto Zn/Sr, indice del buon apporto 
proteico nella dieta dell’individuo, probabilmente legato al suo stato sociale 
elevato; 
• I campioni 5 e 8, invece, mostrano bassi valori per il rapporto Zn/Sr ed elevate 
quantità di Ba e Mg, indice di una dieta di tipo vegetariano e classe sociale più 
povera. Inoltre i due campioni possono essere ulteriormente distinti sulla base del 
rapporto Sr/Ba, da cui si deduce che nella dieta dell’individuo del campione 8 era 
presente una maggiore quantità di prodotti ittici. 
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Per la valutazione degli effetti diagenetici a cui sono state sottoposte le ossa è stata 
esplorata la possibilità di un’analisi stratigrafica tramite la tecnica LIBS, che però non ha 
portato a risultati significativi. 
Al fine di valutare gli effetti di  processi termici (bollitura e combustione) sulla 
composizione elementare delle ossa è stato creato un set di riferimento composto da otto 
ossi di maiale (ciascuno suddiviso in tre parti, una di riferimento, una bollita e una 
bruciata), che è stato sottoposto ad analisi LIBS. Gli elementi determinati in questo caso 
sono stati zinco, stronzio, magnesio e calcio, trascurando bario e rame in quanto presenti 
in quantità troppo basse per essere misurati affidabilmente con questa tecnica. 
I risultati ottenuti per i tre tipi di campione hanno mostrato che per i campioni sottoposti a 
parziale combustione si registra una concentrazione di tutti gli elementi studiati più 
elevata. Tale aumento, stimato intorno al 35%, è compatibile con la diminuzione di peso 
del campione, dovuta alla rimozione della parte organica dell’osso durante la 
combustione. Tuttavia, i rapporti tra le concentrazioni degli elementi di interesse, 
rimangono pressoché invariati per tutte e tre le parti di osso, indice dell’assenza di 
inquinamento esterno. 
Infine, anche in questo caso i risultati LIBS hanno mostrato un ottimo accordo con le 
analisi effettuate tramite ICP-AES. 
In conclusione la LIBS si rivela essere un utile strumento per gli studi di tipo 
paleonutrizionale su campioni ossei, permettendo analisi veloci e fornendo risultati 
affidabili. Poiché non necessità di alcun tipo di preparazione del campione, la tecnica è 
esente da possibili inquinamenti esterni dovuti all’ambiente di lavoro. 
L’ICP-AES permette di ottenere misure quantitative più accurate; tuttavia richiede il 
trattamento a umido di un campione osseo la cui entità non è trascurabile (0.1-0.5 g). 
Considerando, inoltre, che la LIBS è uno strumento portabile, la procedura sviluppata in 
questa tesi può essere applicata direttamente  in situ, aspetto che può essere 
particolarmente utile nell’ambito della chimica forense.  
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